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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

PEYNIRALTI SUYUNDAN ULTRAFILTRASYON YONTEMI iLE
a-LAKTOALBUMIN ELDESI

Tugba DEDEBAS

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Damisman: Doc. Dr. Ziibeyde ONER

Peyniralt1 suyu, peynir veya kazein iiretiminde kazeinin ¢oktiiriilmesi sonucu elde
edilen laktoz, mineral madde, vitamin, siit yag1 ve ¢oziinebilir proteinlerce zengin bir
tiriindiir. Bunlarin i¢inde serum proteinleri 6nemli bir kismi olusturmaktadir.
Peyniraltt suyunda bulunan serum proteinleri siit proteinlerinin yaklasik olarak
%20’sini olusturmaktadir. En 6nemli serum proteinleri B-laktoglobulin (B-LG), o-

laktoalbumin (a-LA), serum albumini ve immunoglobulinlerdir

Bu calismada, Balikesir ve Isparta il ve ilcelerinde faaliyet gosteren 8 adet siit
isletmesinden alinan 15 adet peyniralti suyunun kimyasal 6zellikleri belirlenmis ve
a-LA izolasyonu i¢in ultrafiltrasyon islemleri yapilmistir. Ultrafiltrasyon(UF) islemi
icin 10 kDa, 30 kDa, ve 100 kDa olan PES membran ve 30 kDa'luk Hidrosart
membran kullanilmigtir. Membrandan gegirilen peyniralti sularinin a-LA miktarlari
ters faz yiiksek basingh likit kromotografi (HPLC) cihazi ile belirlenmistir.
Filtratlarin protein profilleri SDS-PAGE ile dogrulanmustir.

Orneklerin kimyasal analiz sonuglar1 kuru madde oranlar1 % 3.673-13.795, pH 4.0
6.0, yag % 0.1-1.6, kiil %0.2-0.8, protein % 0.1-0.8 ve protein olmayan azot (NPN)
0.006-0.034 arasinda degisim gostermistir.

PES ve Hidrosart membranlar kullanilarak yapilan UF isleminde a-LA" nin ayrimi
icin en iyl membran tipinin Hidrosart membran oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Peyniralti suyu, a-laktoalbumin, ultrafiltrasyon

2009, 80 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

SEPERATION OF o-LACTALBUMIN FROM WHEY USING
ULTRAFILTRATION

Tugba DEDEBAS

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Food Engineering Department

Supervisor: Assoc. Prof.Dr. Ziibeyde ONER

Whey is the liquid material rich in lactose, mineral component, vitamin, milk fat and
soluble proteins which is derived by precipitating casein during the production of
cheese or casein. whey proteins are constituted as an essential part of those soluble
proteins. The whey proteins presented in whey forms approximately 20% of milk
proteins itself. The most important whey proteins are B-lactoglobulin (B-LG), a-

lactoalbumin (a-LA), bovine albumin and immunoglobulin.

In this study, the chemical properties of 15 whey samples which were taken from 8
different dairy factory plants operating in Balikesir and Isparta were determined and
ultrafiltration processes were held for a-LA isolation. For this ultrafiltration process,
PES membrans with 10 kDa, 30 kDa and 100 kDa pore sizes and Hydrosart
membran with 30 kDa pore size were used. The amount of a-LA of whey samples
that were got through from membran were determined by using reversed phase high
pressure liquid chromatography (RP-HPLC). The protein profiles of filtrates were
verified with SDS-PAGE.

The results of the chemical analysis showed variations between these values of dry
matter rates % 3.673-13.795, pH 4.0-6.0, fat % 0.1-1.6, ash %0.2-0.8, protein %
0.1-0.8 and non-protein-nitrogen (NPN) 0.006-0.034. Hydrosart membran was
indicated as the most effective mebran type through the ultrafiltration process by
using PES and Hydrosart membrans for isolation of a-LA.

Key Words: Whey, a-lactoalbumin, ultrafiltration
2009, 80 pages
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1. GIRIS

Peynir iiretimi sirasinda siitlin pihtilagtirilmasindan sonra ayrilan yar1 seffaf yesilimsi
renkteki siviya peyniraltt suyu (PAS) denir. PAS; laktoz, mineral maddeler,
vitaminler, siit yagi ve ¢Oziinebilir proteinlerce zengin bir iiriindiir. PAS " en

onemli kismini serum proteinleri olusturmaktadir (Smithers et.al., 1996).

Siit endiistrisinde PAS c¢evre kirliligine sebep olan en 6nemli atiklardan birisidir.
Tiirkiye'de bir atik olarak goriilmesine ragmen, siit endiistrisi gelismis olan tilkelerde
hem ekonomik agidan hem de ¢evre sagligi ve beslenme yoniinden bilesimce zengin
bir hammadde olarak degerlendirilmektedir (Ozgelik vd., 1994 ; Kavas ve Karagdzli,
2000; Ayar vd., 2007).

Son zamanlarda, PAS"da bulunan protein parcalarinin elde edilmesi gida teknolojisi
acisindan onem kazanmistir. Serum proteinlerinin bazi hastaliklarda koruyucu etkisi
oldugu gosterilmistir. Bu nedenle siit serum proteinleriyle ilgili aragtirmalarin sayisi
dikkat ¢ekecek derecede artmistir. Siit serum proteinlerinin 6nemli bir kismin
olusturan a-laktoalbuminin (a-LA) antihipertansif, anti-kanser, hipokolesterolemik
ve antimikrobiyal etkiler de dahil olmak iizere artan sayida bir¢ok biyolojik aktivite

gosterdigi belirlenmistir (Bayram., 2007).

Serum proteinleri birgok gida iirlinlinde yapisal ozellikleri iyilestirir, gidalarin
terapatik ve besinsel degerini artirmasindan dolay1 gida teknolojisinde kullanim alani
bulmustur. Son yillarda membran teknolojilerinde goriilen gelismeler PAS 'dan

protein fraksiyonlarinin elde edilmesini saglamstir.

Bu ¢aligmada, peynir {iretimi sirasinda elde edilen PAS “da biiyiik bir 6neme sahip
olan ve Ozellikle bebek mamalarinda kullanilan a-LA "1 saflastirmak i¢in farkl
membran gozenek ¢aplarina sahip filtrelerle ultrafiltrasyon teknikleri kullanilmig ve

HPLC ile miktar tayini yapilmstir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Peyniralti1 Suyu

Siitlin -~ kendi  kendine eksitilmesi, asit katilarak veya maya enzimiyle

pihtilastirilmasiyla elde edilen {iriinlerden pihtinin alinmasindan sonra yesilimsisari

renkteki geri kalan siviya “ PAS” denir (Metin, 1983; http://eng.ege.edu.tr/~otles ).

Sekil 2.1. Peyniralt1 suyu

PAS iki degisik sekilde meydana gelmektedir :

1. Eksitilmeyle veya asit katilarak yapilan iiriinlerin artigi olan “asit peynir
suyu” veya “eksi peynir suyu” dur.
2. Maya enzimi ile pihtilastirilarak elde edilen “ maya peynir suyu” veya “tatl

peynir suyu” dur (http://eng.ege.edu.tr/~otles).

Peynir yapimi sirasinda hammadde olarak kullanilan siitiin bilesimi ve asitligi,
peynirin ¢esidi ve isleme teknigi, pihtilagtirma sicaklig1 ve siiresi, siitiin yag/ protein
orani, peynir randimani ve siitii pithtilastirmada kullanilan maddenin maya veya asit
olusuna gore, elde edilen PAS'nun bilesiminde ve miktarinda farklilik gdzlenir.
Genel olarak (Cizelge 2.1) asitle pihtilastirilmis PAS nun maya peynir suyundan
besin degeri acisindan daha zengin oldugu goriiliir. Ancak PAS dendigi zaman akla

gelen, maya enzimiyle pihtilastirilma sonucu arta kalan sividir (Metin, 1983).



Cizelge 2.1. Pihtilasma seklinin peyniralti suyu % bilesimi iizerine etkisi

Bilesimi (%) | Yoney, Kosikowski, Korpe vd., 1997 Ugiincii, 2002
1962 1979
MPAS" | MPAS | APAS | MPAS | APAS MPAS APAS
Su - 93,7 93,5 93,0 93,0 93-94 | 93,8-94,2
Kurumadde - 6,35 6,5 7,0 7,0 6,0-7,0 5,8-6,2
Yag 0,3 0,5 0,04 0,3 0,1 0,3-0,8 0,1
Laktoz 4,9 4,85 4,9 4,9 5,1 4,5-4,7 4,0-4,2
Protein 0,9 0,8 0,75 0,9 1,0 0,8-1,0 0,7-0,8
Mineral madde 0,6 0,5 0,8 0,6 0,7 0,5-0,7 | 0,75-0,85

MPAS: Maya Peyniraltt Suyu

APAS: Asit Peyniraltt Suyu

Peynir yapimi sirasinda bir yan iiriin olan PAS siit sekeri (laktoz), mineral maddeler,

vitaminler, siit yag1 ve ¢Oziinebilir proteinlerce zengin bir iirlindiir. PAS bilesimi

peynir yapim tekniklerine gore degismekle birlikte genellikle siitiin peynire iglenmesi

sirasinda suda ¢oziinen proteinlerin biiyiik bir kismi1 PAS 'na gegmektedir (Tarak¢i ve

Kiigtikoner, 2006).

Peynir liretimi sirasinda PAS'da kalan bu proteinlere “serum proteinleri” ve ya

“peyniraltt suyu proteinleri” denir. PAS'da serum proteinlerinin yani sira peynir

mayasi tarafindan parcalanan glikomakropeptidler de bulunur (Ugiincii, 2005).




2.2. Peyniralti Suyu Proteinleri

PAS “da bulunan en 6nemli serum proteinleri 5 grup altinda toplanir. Bunlar :

1. a- Laktoalbumin (a- LA)
B- Laktoglobulin (B- Lg)
Serum Albumini

Immunoglobulinler

wok wD

Proteoz- Peptonlar (Muller et.al., 1999; Cheang and Zydney., 2003; Ugiincii,
2005).
2.2.1. a-Laktoalbumin (a- LA)

a -LA, 14.200 Da biiyiikliigiinde kuvvetli Ca baglayan tek peptid zincirinde 67 si
esansiyel olmak tlizere 123 amino asit igeren oldukea kiigiik bir proteindir (Jovanovi¢
vd. 2005; Konrad ve Klenschimidt, 2008). a-LA, PAS proteinlerinde % 20-25
oraninda bulunur. Ozellikle 18sin, lisin, sistin ve aspartik asit amino asitleri

bakimindan zengindir (Ugiincii, 2004 ).

Whitney et.al. (1976) a-LA molekiiliinin A ve B olmak iizere 2 farkli genetik
formunu bulmustur. Fox (1989) yilinda a-LA molekiiliiniin 3 farkli genetik formdan
olustugunu belirtmistir. Dogal a-LA, 2 kisimdan olusmaktadir: a -sarmal kismi daha
bliylik ve P tabaka kismi ise daha kiicliktiir. Bu bolgeler birbirine Ca™ ile
baglanmaktadirlar. o -sarmal bolgesi, 3 biiylik o -sarmaldan (5-11, 23-24 ve 86-98
kalintilar1) ve 2 kisa 3y sarmaldan (18-20 ve 115-118 kalintilar1) olugmaktadir.
Kiiclik bolge, bir seri boliimden olusmaktadir; kiiclik 3 katli antiparalel B-kirmali
tabaka (41-44, 47-50 ve 55-56 kalintilar1) ve kisa 3¢ heliks (her doniiste 3 kalint1 ve
10 atom igeren zincir i¢i hidrojen bagi boliimi; 77-80 kalintilar1) ki bolge
aralarindaki derin yarik ile birbirinden ayrilmistir. Ayn1 zamanda, iki bolge 73 ve 91
kalintilar1 arasindaki sistein kopriisii ile Ca™ baglanma bélgesini olusturarak bir
arada tutulmaktadir. ikinci &nemli disiilfit bagi 61-77, iki bolgeyi birbirine
baglamaktadir. Sonug olarak bu molekiil 4 disiilfit bagi icerir ve dogal hali kalsiyum
baglayict biiylik bir a-helical ve kiigiik p-katlamali bolgeden meydana gelir
(Permyakov and Berliner, 2000).



Sekil 2.2. a-laktoalbiimin yapis1 (Permyakov and Berliner, 2000)

Sekil 2.2 de a- kism1 mavi,  kismi yesil ile gosterilmistir. Trp kalintis1 mavi ile ve
S-S disiilfit baglar1 sar ile gosterilmistir. Zn" iyonu ile koordinasyona katilan

kalintilar kirmizi ile gosterilmistir (Permyakov and Berliner, 2000).

a-LA molekiilii suda ¢oziinlir 6zelliktedir. Siit serumunda kazeinden daha kiigiik
kollaidal tanecikler meydana getirmistir. Sitiin hidrofilik 6zellik gdsteren
proteinlerindendir. Hidrofil 6zellikte olmasi nedeniyle kolayca pihtilasmaz. o-LA
molekiilii 100°C’de 5 dk. Is1 uygulamasi sonucunda denatiirasyona ugramaktadir .

(Jovanovié et.. al., 2005; Ugiincii, 2005).

2.2.1.1. a-LA nin Saghk Acisindan Onemi

a-LA yeni dogan bebekler ve dengeli aminoasit dagilim ile biiyiiyen ¢ocuklar i¢in,
besinsel gereksinimlerine en uygun protein kaynagidir. a-LA'nin bilesiminde yer
alan triptofan, yeni dogan bebeklerde beyin gelisimi i¢in gerekli seratonin ve
melatoninin Onciisiidiir. Bilesiminde bulunan sialik asit beyin gangliyonlarin yapisal
ve islevsel bilesenidir. Yiiksek oranda sialik asit igeren anne siitii, beyin gelisiminin

en hizli oldugu yeni doganlarin beslenmesinde ¢cok dnemlidir. Kalsiyum, ¢inko gibi



onemli minerallerin absorpsiyonunu saglar (www.ulkerhero.com). Ayrica o-LA
immuniteyi arttirmakta ve bazi kanser tiirlerinin risklerini de azaltmaktadir. a-LA
kisa zincirli aminoasitlerin iyi bir kaynagi olmasindan dolay1 ayni1 zamanda sporcu
gidalarinda da kullanilmaktadir (de Wit, 1998; Harper, 2000; German et.al., 2001).
Bunun yani sira bilesiminde bulunan tiriptofan, besinsel degeri ve yiiksek toksisitesi
sebebi ile ilag sanayinde kullanim alanina sahiptir (Otani and Mizumoto, 1998).
Matsumoto et.a.l., (2001), a-LA nin mukoza yaralarina karsi koruyucu o6zelligi

oldugunu belirtmislerdir.

Pelligrini et.a.l.,. a-LA 'nin tripsin ve kimotripsin enzimleri yardimiyla proteolitik
sindirimi sonucu olusan polipeptidlerin ¢ogunlukla Gram (+) bakterilere karsi

bakterisidal etkiye sahip oldugunu bulmuslardir (Permyakov and Berliner, 2000).

Ayrica a-LA, viicutta laktoz biyosentezinin son asamasini katalize eder ve meme

salg1 bezlerindeki suyun tasinimini kontrol eder.

2.2.2 B- Laktoglobulin (B- Lg)

B- Lg peyniralti suyu proteinlerinin en biiyiigiidiir ve toplam peyniraltt suyu
proteinlerinin %350°sini, toplam siit proteinlerinin de yaklasik % 10'nu olusturur
(Chatterton et.a.l., 2006). Yapisinda 84 esansiyel olmak iizere 162 amino asit
bulundurur ve 2 disiilfit bag1 ve 1 siilfidril (Cys '*!
2005). PB-Lg molekiilii 84-86 °Cde 5dk. iginde denatiirasyona ugrar (Ugiincii,

2005). Sekil 2.2 “de B- Lg yapist goriilmektedir.

) grubu igerir (Jovanovi¢ et.a.l.,



Sekil 2.3. B-laktoglobulin yapisi (Sakurai and Goto., 2002)

PAS proteinlerinin en biiyligii olan globulin pH<3'de monomer yapidadir.
Molekiiler agirligi 18 kDa'dir ve suda ¢oziinen globiiler kiiclik bir proteindir. Fakat
cedar peynirinden elde edilen peyniralti suyunda, yani pH 3-7 arasinda - Lg
molekiilii dimer yapidadir ve molekiiler agirligi 36 kDa'dur (Chatterton et.a.l.,
2006).

B - Lg retinole (provitamin A) baghdir ve esansiyel bir aminoasit olan sisteince
zengindir. Bu aminoasit glutayoninin sentezinde 6énemli yer tutmaktadir. § — Lg'nin
globiiler yapisi, midedeki asitlere ve mevcut proteolitik enzimlere karsi oldukca
stabildir. Inekten buzagiya retinoliin tasinmasinda B — Lg nin biyolojik fonksiyonu
vardir. Ancak bu biyolojik fonksiyonun bebekler i¢in 6nemi azdir. Bu da insan
siitinde B — Lg'nin neden az oldugunu agiklamaktadir (Karagézlii ve Bayarer.,

2004).

B- Lg' nin besinsel ve fonksiyonel 6zelliklerinden dolay1 gida sanayinde farkli
kullanim alanlari bulmaktadir. Ornegin B- Lg miikemmel ¢irpilabilirlik 6zelligi
gosterir. Bu 0Ozelliginden dolay1 kurabiye ve benzeri iiriinler sanayinde yumurta

beyazina alternatif olarak kullanilabilir (Chatterton et.a.l., 2006).



Ayrica B- Lg icerdigi amino asit profiline bakildig1 zaman yiiksek besinsel degere
sahip olmasi1 agisindan sporcu iceceklerinde ve meyve suyu gibi igeceklerde protein

giiclendirici aktif ajan olarak kullanilirlar (Chatterton et.a.l., 2006).

2.2.2.1. B- Lg nin saglk acisindan 6nemi

Angiotensin-converting enzimi (ACE), kan basincinin diizenlenmesinde yani
hipertansiyonda biiyiik rol oynar. B- Lg'nin pepsin tripsin veya kimotripsin gibi
enzimler kullanilarak proteolitik par¢alanmasi sonucu elde edilen ¢esitli peptidler

ACE karsi1 engelleyici rol oynar (Chatterton et.a.l., 2006).

Tripsin enzimi ile B- Lg'nin parcalanmasi sonucu 4 peptid parcasi olusur. Yapilan
birgok aragtirmada olusan peptid parcalarinin  Gram-pozitif bakterilere karsi

antimikrobiyal etki gosterdikleri tespit edilmistir (Chatterton et.a.l., 2006).

Fareler iizerinde yapilan birgok calismada siit proteinlerinden 6zellikle peyniralti
suyu proteinlerinin et ve soya gibi diger diyet proteinlere gére geng farelerde kanser

gelisimine kars1 koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir (MclIntosh et.a.l., 1995).

2.2.3. Serum Albumini (BSA)

Serum albiimini (BSA), toplam siit serumu proteinlerinin yaklasik % 10- 15’ini
olusturan biiylik bir molekiildiir (Marshall., 2004). 582 adet amino asit kalintis1 igerir
ve molekiiler agirligr 66.267 kDa'dur. Serum albumini 17 molekiileraras: disiilfit

kopriilerine ve bir thiol grubuna sahiptir (Madureira et.a.l., 2007).

SA'nin boyutu ve yapisinin yiiksek seviyesinden dolay: tat bilesenlerinin yanisira
serbest yag asitlerine ve diger lipidlere baglanabilir (De Wit, 1998; Karagozlii ve
Bayarer., 2004; Madureira et.a.l., 2007). Ayrica SA yiiksek sistein igeriginden dolay1
karacigerde glutatyon iiretiminde 6nemli bir kaynak olabilmektedir (Karagézli ve

Bayarer., 2004).



2.2.4. immunglobulinler

Siit proteinlerinin yaklagik % 2°si ve serum proteinlerinin %10-15’1 gibi 6nemli bir
miktar1 immiinoglobiilinleri icermektedir. Inek siitiinden {iretilen peynirlerin
sularinda ve agiz siitinde immunglobulinlerin IgA, IgG ve IgE fraksiyonlarin
icerirken, insan siitinde ise IgD ve IgE fraksiyonlar1 bulunmaktadir.
Immunglobulinler peynir mayas1 ve asite karsi dayanikli, 1stya karsi ise ¢ok
hassastirlar. Peynir yapimi sirasinda LA ile birlikte PAS a gecerler (Metin, 2001).
PAS'in bu grubu, bebekler icin pasif immunite saglamakta iken yetiskinlerde

bagisiklik sistemini desteklemektedir (Karagozlii ve Bayarer, 2004).

2.2.5. Proteoz-peptonlar

Siit proteinlerinin yaklasik % 3'li ve serum proteinlerinin de yaklasik % 20°sini
olustururlar. Proteoz-peptonlar diger serum proteinlerinin aksine 1siya karsit son
derece dayanikli olup 95-100 °C'de 30 dak. 1sitildig1 zaman ¢6kmezler ve % 12'lik
triklorasitte ¢oziiniirler. Proteinlerin sinirli par¢alanmalar1 sonucu meydana gelirler.
Oldukga basit yapidadirlar ve biinyelerinde glikoprotein ve fosfoprotein karigimi
bulundururlar. Asit araciligiyla kazein ve 1s1l islem araciligryla albumin ve globulin
fraksiyonlar1 uzaklastirildigi zaman, proteoz-peptonlar serum igerisinde kalirlar

(Metin, 2001).

Serum proteinlerinin 6zellikleri ve PAS da bulunma oranlari ile biyolojik aktiviteleri

Cizelge 2.2 ve 2.3 de verilmistir.



Cizelge 2.2. PAS proteinlerinin 6zellikleri (Zydney, 1998;Cheang and Zydney, 2003)

Konsantrasyon Molekiiler Agirlig )
Protein Izoelektrik pH
(g/L) (Da)
a-Laktoalbumin 1.2 14.200 4.54.8
B- Laktoglobulin 2.7 18.362 5.2
Serum Albumini 0.4 69.000 4.7-4.9
Immunglobulinler 0.65 150.000-1.000.000 5.5-83

Cizelge 2.3. Siit proteinlerinin PAS da bulunma yiizdeleri ve biyolojik aktiviteleri

(Madureira et.a.l., 2007)

‘ Peyniralt1 Suyunda ‘ . o '
Protein ' Biyolojik Aktiviteleri
Bulunma Yiizdeleri
Laktoz sentezi
_ Ca tasiyici
a-Laktoalbumin % 20-25 S
Antikarsinojenik
Antimikrobiyal
Retinol tasiyici
Yag asidi baglayici
- Laktoglobulin %50 Antioksidan
Antibakteriyal
Antiviral
o Yag asidi baglayici
Serum Albumini % 10- 15 i o
Antimutajenik
Immunglobulinler %10-15 Immiin koruma
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2.3. PAS’mn Cevre Kirliligi Ac¢isindan Onemi

PAS igerdigi organik ve anorganik maddelerden dolayi, kanalizasyon sistemleri ve
merkezi su kanallar1 i¢in de son derece tehlikeli boyutlarda c¢evre kirliligine neden
olmaktadir. Genel anlamda degerlendirilmeyen ve dereye, kanala ya da denize
dokiilen PAS 1n, suya karistiklarinda yapisinda bulunabilen laktoz aerobik bakteriler
tarafindan parcalanmakta ve bunun neticesinde organik asitler meydana gelmektedir.
Ayni sekilde s6z konusu {irlinlin yapisinda bulunan proteinlerin de anaerobik
kosullarda faaliyet gosteren bakteriler tarafindan bazi pargalanma {iriinlerine

dontstiiriildiigii tespit edilmistir (Kavas vd., 2006).

Nitekim ¢evre kirliliginin boyutunu belirlemek i¢in biyolojik oksijen ihtiyaci (BOI)
olarak ifade edilen ve biyokimyasal oksijen gereksinimini ifade eden bir deger
kullanilir. Bu deger, kirli sulardaki organik maddeleri parcalamak igin
mikroorganizmalarin kullandig1 oksijen miktarini belirtir. Bir litre PAS i¢in bu deger
peynir yapim siirecine bagli olarak 40-60 g/L olarak degismektedir (Gavala et.al.,
1999; Farizoglu vd., 2004). S6z konusu bu 6l¢ii birimine gore belirlenen bu deger,
yaklagik bir insanin 1 giinliik kisisel artiklarinin karsilig1 olarak algilanmaktadir. S6z
konusu degerin diger bir anlatimini da su sekilde yapabilmek miimkiindiir. Ornegin
giinde 10 ton siitten elde edilen PAS 1, 5500 niifusa sahip bir kasabanin yaptigi
giinliik ¢evre kirliligine es oldugu tespit edilmistir (Kavas vd., 2006).

PAS 1n besin maddeleri igeriginin az olmasina karsin, cesitli olusu nedeniyle siit
endiistrisi gelismis topluluklarda peynir sularinin kanalizasyonlara ve nehirlere
akitilmas1 yasalar ile smirlanmis ve iriinlere islenmesi icin yontemler ve alt yapi
olanaklar1 saglanmistir. Ulkemizde yilda 400.000 ton dolaymda peynir iiretildigi ve
bu peynirden elde edilen PAS in ortalama 800.000 ton oldugu tahmin edilmektedir.
Bunlardan elde edilen artiklarin ¢ok az bir kismi basit sekilde degerlendirilmekle
beraber dnemli bir bolimi isletmelerin daginik olusu, olanaksizlik ve bilgisizlikten
degerlendirilememektedir. Bu nedenle PAS 1n dokiilmesiyle iilkemizde 19 000 ton
yag, 18 000 ton protein, 96 000 ton laktoz, 12 000 ton mineral madde kaybi

olabilecegi hesaplanmistir. Goriildiigi gibi son yillara kadar atik gdziiyle bakilan
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stitcliliik artiklar1 lilkemizin hayvansal protein gereksinimine biiylik 6l¢iide katkida
bulunacak durumdadir. Boylesine degerli artiklarin degerlendirilmesi iilke ekonomisi

ve toplumun dengeli beslenmesi i¢in mutlaka gereklidir (Kamer vd., 1997).

Toplam kurulu kapasitesi 3.500.000 ton/y1l olan siit isleme tesislerinde kullanilan su
hammadde olan siitten isletmeye bagl olarak 1,8 -12 kat daha fazla olabilmektedir.
Temel kirleticiler cesitli sekillerde kanala dokiilen siit, PAS, konsantre yogurt
tiretiminde ¢ikan yogurt suyu, yayik alti, tereyagi yikama suyu, salamura ¢ozeltileri,
temizleme sularidir. Endiistriyel atik suyun kirliligi "Insan Kirliligine Esdeger"
kirlilik (IKE) ile &lgiiliir. Tiirkiye'de siit endiistrisi tesislerinin yarattig1 kirlilik 20 —
200 milyon IKE olarak tahmin edilmektedir.

Yapilan bir arastirmada haftada 8000 L PAS atan bir isletmede UF sistemleri
kullanarak BOI'ni 40 000 den 90a ve kimyasal oksijen ihtiyaci (KOI) ise 1800 den
62 ye diistiriilmiis ve PAS'1 degerlendirerek ¢evreye zarasiz hale getirilmistir. Rektor
ve Vatai (2004) yilinda PAS1 islemek i¢in kompleks membranlar kullanmiglar ve
KOI ve BOI degerlerini diistirerek atilabilir ve sulama ig¢in kullanilabilir hale

getirmislerdir.

Gida endiistrisi i¢inde iizerinde en ¢ok c¢alisilmis konulardan birisi PAS dir. Bunun
hi¢ bir iglem gormeden dogrudan alict su kaynagima verilmesi ile yaklasik 40.000
BOI diizeyinde bir kirlilik olugmaktadir. 40.000 BOI sinir deger olup, anaerobik
aritim gerektirecek kadar yiiksek bir kirliligi tanimlamaktadir. Yapilan hesaplamalara
gore yayikalti suyu ve peyniralti suyu ile birlikte 1984 yilinda yaklasik 23 bin ton
yag, 103 bin ton protein, 158 bin ton laktoz ve 15 bin ton mineral madde atilmistir.
Sadece atilan protein 1984 yili niifusu ile Tiirkiye'nin 1,5 - 2 aylik protein ihtiyaci
anlamina gelmektedir. Yayikalt1 ve peyniralti suyundaki tiim besin maddelerinin geri
kazanilarak dogrudan beslenmede kullanilmasi beklenmektedir (Temiz ve Okumus,

2005).
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2.4. PAS" 1n Degerlendirme Yontemleri

Icerdigi besin dgeleri ve dzellikle peynir iiretiminde de fazla miktarda elde edilmesi
PAS'in degerlendirilmesinin  6nemini  arttirmaktadir. Bu nedenle PAS'in

degerlendirilmesi amaciyla bir¢ok alanda kullanim alani bulmustur.

PAS 1n kullanim alanlari:

1- PAS protein konsantrelerinin elde edilmelerinde c¢esitli yontemler uygulanarak
farkli 6zelliklerde ticari tiriinler elde edilmektedir. Bunlarin baslicalari; PAS tozu (%
13 oraninda protein igerir), PAS proteini konsantratidir (% 35, 50, 80 oraninda
protein) (Renyad and Whitehead, 1991; De la Fuente et.al., 2002; Karagozli ve
Bayarer, 2004).

2- Dogrudan tiiketim: peynir suyundan yapilan peynirler, yagi alinmig ve/ veya

proteince zenginlestirilmis PAS.

3- Siit driinlerine katma: peynire islenecek siite veya taze peynire peynir suyu

proteini katilmasi, eritme peynirlerine peynir suyu konsantrati eklenmesi

4- Cesitli gidalara katma: unlu mamullere peynir suyu konsantrati, tozu veya laktoz

katilmasi, meyveli iceceklere peynir suyu konsantrati veya peynir suyu ilavesi

5- Dietetik amaglarla: inek siitiiniin kadin siitiine benzetilmesi i¢in siit sekeri ve
peynir suyu proteini kullanimi, igme siitlerinin ve eksi siit i¢ceceklerinin proteince

zenginlestirilmesi i¢in peynir suyu proteinin katilmasi, peynir suyu kiirti
6- Diger amagclarla: tibbi preperatlara ekleme, laktoz, galaktoz, peynir suyu proteini,

vitamin preperatlari, tuz preperatlart gibi; mikroorganizmalar igin besi ortami olarak

peynir suyu proteini hidrolizati, penisilin iiretimi vb. gibi
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7- PAS daki proteinlerin en énemli 6zelligi 1sitildiklar1 takdirde denatiire olmalaridir.

Bu islem de lor yapiminin en énemli 6zelligini olusturmaktadir.

8- Siit tozu tesisi bulunan siit fabrikalarinda peynir suyu da toz haline getirilir.
PAS daki besin elementlerinin biiyiik ¢ogunlugu icerikte kaldig icin, besin degeri
acisindan zengin bir iiriindiir. Bu sekilde PAS 1in kuru maddesini meydana getiren

biitiin maddelerden yararlanilmis olur.

9- PAS'm icecek olarak, ozellikle hastaliklari iyilestirme amaciyla kullanimi antik
caglara kadar uzanmaktadir (Kamer vd., 1997). PAS dan cesitli alkollii ve alkolsiiz
icecekler firetilebilir. Birgcok arastirici, PAS'in besleyici yumusak igkilerin veya

yiiksek proteinli igkilerin formiiliinde kullanilabilecegini belirtmislerdir.

10- Enerji kaynagi olarak, peynir suyundan biomas (tek hiicre proteini) elde edilir.
PAS alkol fermantasyonuna birakilir ve destile edilir, buradaki destilasyon artiklari

biomas liretiminde kullanilir (http://eng.ege.edu.tr/~otles ).

11- PAS 1n ultrafiltrasyon artiklarinin anaerob fermantasyonu ve alkol destilasyon

artigindan enerji ihtiyaci olarak biogaz tiretilmektedir (Kavacik ve Topaloglu, 2007).

12- B12 vitamini iiretiminde kullanilmaktadir (Oztiirk, 2007).

Yukarida bahsedilen kullanim alanlarinin yaninda gelisen teknoloji sayesinde
PAS’da bulunan aminoasitlerce zengin serum proteinlerinin geri kazanilmasi
miimkiin hale gelmektedir. Son yillarda gelisen membran filtrasyon teknikleri PAS
protein fraksiyonlarmnin elde edilmesi ve ¢esitli liriinlerin yag ve laktoz iceriginin

kontrolii i¢in son derece kullanish bir yontemdir (Zydney, 1998).
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2.5. Membran Ayirma Teknikleri

2.5.1. Membranlarin Tarihcesi

Abbe Nolet, 1748’de, tuzlu suyla doldurulmus bir kese su i¢ine daldirildiginda,
kesenin gerilimine ragmen genisledigini goézlemlemistir. Graham, 1854’te bir
oyuncak balonun havasinin bosalmasini gozlemlerken meraklanarak, farkli gazlarla
deneyler yapmis ve bazi gazlarin balonu daha hizli terk ettigini farketmistir. Bu,

ozmotik basinca bagli olarak gerceklesmistir (Howell et.al.., 1993; Erdem, 2002).

Bu tiir deneyler, konu iizerine ilgiyi ve arastirmalar1 arttirmistir. Fick, 1855°te,
nitroseliilozden yapilmis ilk polimerik sentetik membrani gelistirmistir. Daha sonra
Traube ve Pfeffer de yapay membranlar hazirlamislardir. Bunlar genellikle polimerin
(nitroseliil6z) uygun bir ¢oziicii (alkol, eter veya asetik asit) ile ¢ozdiiriilmesi ve
¢ozeltinin diiz bir plakaya dokiildiikten sonra c¢oziiclinliin buharlastiriimasiyla
hazirlanmistir. Diflizyon ve ozmotik basingla ilgili ilk sayisal Olgiimler bu
membranlarla gergeklestirilmistir. Benchold, 1907°de buharlastirma hizin1 kontrol
ederek membranlarin gozenek biiyiikliigiinii kontrol etme metotlar1 gelistirmistir.
Membranlar {izerine arastirma aktiviteleri 1870 ile 1920 yillar1 arasinda hizla
artmustir. Ozellikle, seyreltik ¢ozeltilerle ilgili van’t Hoff teorisi ve Gibbs’in ozmotik
basing ile diger termodinamik 6zellikler arasindaki iligkisi tizerine ¢aligmalart onemli

olmustur (Cheryan, 1998).

Bu calismalarin 1s1ginda, ilk ticari membran 1927°de iiretilmistir. Bu ticari
membranlar,  sivi  akintilardan = mikroorganizmalarin  ve  partikiillerin
uzaklagtirilmasinda kullanilmiglardir. Samuel Yuster 1950’lerde Gibbs adsorpsiyon
izotermini kullanarak tuzlu sudan igilebilir su liretmenin miimkiin olabilecegini ileri
stirmistlir. Daha ileri deneysel calismalar, tuzlu sudan igilebilir su elde etmenin
miimkiin oldugunu gostermistir, ancak verim ¢ok diisilk olmustur. Sourirajan, 1958
ile 1960 yillar1 arasinda, membrani 1sitmaya calismistir ve bunun goézeneklerin
genislemesine yol agacagini ve bu genislemenin sogumadan sonra da kalacagini ileri

stirmiistlir. Bu genislemenin daha yiiksek bir akisa yol acacagini diisiinmiistiir. Fakat
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aslinda seliiloz asetat ultrafiltrasyon membranlar1 1sitildiginda yiizeydeki gozenekler
bliziiserek membran boyunca asimetrik bir yapiya neden olmustur. Fakat bu yeni
membran, sasirtict bir sekilde, daha yiiksek bir akis saglamis ve daha yiiksek tuz
ayrimi saglamistir. Bu, membran teknolojisinde bir kilometre tagidir (Cheryan, 1998;

Erdem, 2002)

Ultrafiltrasyon 1970’11 yillarda elektroboyamada ve siit endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmistir. Farkli polimerlerden birka¢ polimerik membran iiretilmistir. Membran
arastirmalaria artan ilgiyi gosteren “The Journal of Membrane Science” dergisi

1973’te yayinlanmaya baslamistir (Howell et.al .,1993; Erdem, 2002).

Diger bir gelisme de endiistride 1940’lardan beri inceleme altinda olan seramik
membranlarin tanitim1 olmustur. Enerji krizi, niikleer enerji tesislerine biiyiik bir
ilgiye neden olmustur. Bu tesisler yiiksek konsantrasyonlarda (%3) **°U’ya ihtiyag
duyarlar. 2°U dogal olarak Uranyumda % 0.7 oraminda bulunur. Konsantrasyonu,
kiitle spektroskopuyla arttirilmistir ancak bu pahali bir yontemdir. Endiistrilesmis
tilkelerde, niikleer enerji tesislerinde seramik membranlarla gaz difiizyon
konsantrasyonu isleminde ayni seramik membranlar1 20 yi1l boyunca kullanilmistir

(Erdem, 2002).

Gaz ayrimi1 ve pervaporasyon birimleri 1980°lerde kullanima ge¢mistir (Howell vd.,
1993, Cheryan, 1998, Erdem, 2002). 1990’larda, girisimci firmalarin sayisindaki ve
membran islemleri i¢in kullanilan ekipmanlarinin gesitliligindeki artigla membran

endiistrisinde biiyiik bir gelisim olmustur (Howell et.al .,, 1993).

2.5.2. Membran Filtrasyon

Gida sanayinde farkli fazlarin birbirinden ayrilmasi amaciyla degisik filtrasyon
teknikleri siklikla kullanilmaktadir. Filtrasyon bir akiskan sistemden boyut farkina
dayanarak iki veya daha fazla bilesenin ayrilmasi olarak tanimlanir. Membran
filtrasyon ise sivi iginde c¢oOziinen katilarin ve gaz karisimlarinin ayrilmasinda

kullanilir ( http://www.forumalemi.net./membran-ayirma-teknikleri) .
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Membran ayirma teknigi genel olarak;

1. Ultrafiltrasyon (UF),

2. Diyafiltrasyon

3. Mikrofiltrasyon (MF)

4. Nanofiltrasyon (NF)

5. Ters Osmoz olmak iizere gruplara ayrilir.

2.5.2.1. Ultrafiltrasyon (UF):

UF terimi 1907 yilinda Bechhold tarafindan kullanilmistir. UF sistemleri yiiksek
molekiil agirliklt bilesenleri 1s1 uygulamasi ve faz degisimine ugratmadan konsantre
etme imkan1 sunar. Ayrica por ¢aplarina gore degil, membrandan gegemeyen kiiresel
molekiil (Nominal Molecular Weight Cut-off, NMWC) agirligina goére tanimlanir.
UF membranlarda NMWC 2000-300.000 arasinda degisir

(http://www.forumalemi.net./membran-ayirma-teknikleri).

' Ret=ntant

Ciribn Giiriigi

Sekil 2.4. Filtrasyon sistemi

UF sistemlerinde genellikle 1-15 bar arasinda basing uygulanabilir. Gida sanayinde
protein ve nigasta gibi 1stya duyarli molekiiller i¢in UF teknigiyle ortam sicakliginda
yapilan konsantre etme islemi bunlarin ¢dziinebilirlik, kopiik ve jel olusturma
kapasitesi, emiilsifiye olma, su ve yag baglama gibi fonksiyonel o0zelliklerini

olumsuz etkileyen 1s1l reaksiyonlari en aza indirger. Ayrica UF sistemleri gida isleme
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ve siit driinleri endiistrisinde yararli bilesiklerin geri kazanmak amaciyla
kullanilabilir. Ayrica yagin, PAS proteininin, protein olmayan azotun, laktoz ve
minerallerin ayrilmasinda ve tutulmasinda kullanilir. UF; 9%35-65 PAS konsantresi
tiretiminde ve %70-85 PAS konsantre iiretiminde kullanilir. Hammaddenin 6zelligine
bagli olarak MF ve UF’nun birlikte kullanilmasi daha ekonomik olmaktadir

(http://eng.ege.edu.tr/~otles).

2.5.2.2. Diyafiltrasyon

Alikonma faktorii diisiik olan bilesenleri daha yogun konsantrasyonda elde
edebilmek icin UF'ye ek olarak konsantre etme prosesinin belirli bir aninda su
eklenmesi iglemidir. Siirekli ve kesikli olmak iizere iki sekilde yapilir. Kesikli
diyafiltrasyonda konsantre edilmis iiriin sulandirilarak tekrar filtre edilir. Siirekli
diyafiltrasyonda ise uzaklastirilan siizlintiiyle esit hacimde su ¢ozeltiye ilave edilir

(http://www.forumalemi.net./membran-ayirma-teknikleri).

2.5.2.3. Mikrofiltrasyon (MF)

UF de oldugu gibi MF de basing 6nem tagimaktadir. Molekiil agirligi 50 ile 500 kDa
arasinda olan molekiillerin karakterize edilmesi i¢in kullanilan basing destekli (< 2
bar) membran ayirma teknigidir. PAS’daki biiyiikk protein molekiillerinin kii¢iik
protein molekiillerinden ayrilmasinda; yaglarin, protein olmayan azotun, laktozun ve
diisiik molekiillii minerallerin tutulmasinda mikrofiltrasyon teknigi kullanilir.
PAS’dan mekanik yolla yagin giderilmesindeki kisitlamalar PAS konsantresinde
yiiksek oranda yag kalmasina neden olmaktadir. PAS konsantresinde genelde %80—
84 olan protein oranin1 sinirlamaktadir. PAS izolatinda son iiriin i¢indeki yag orami
%0,5 den kiigiik olmalidir. Bazi 6zel MF membranlari ile bakteriler ve sporlari

tutabilirler (http://eng.ege.edu.tr/~otles).
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2.5.2.4. Nanofiltrasyon (NF)

NF son zamanlarda kullanilmaya baslanmis ve molekiiler agirlik smir1 UF ile ters
osmoz arasinda (200 ila 2000 Da) olan bir membran ayirma yontemidir. Genellikle
bakterilerin, virlislerin, organik kalintilarin uzaklastirilmasinda kullanilir. Ayrilma
islemi organik yar1 gecirgen membrandan olusan segici gegirgen bir tabaka lizerinde
gerceklesir. Islemde itici glic membranm iki tarafindaki besleme ve siiziintii
arasindaki basing farkidir. Membran segiciliginden dolay1 su ve molekiil agirligi 200
Da'dan kiiciik bilesenler yar1 gegirgen ayrisma tabakasindan gegebilirken
¢Oziinmemis karigimlarin bir veya birka¢ bileseni itici giice ragmen membran

tarafindan tutulur.

NF membranlari, PAS’daki tek yiikli iyonlar haricinde biitiin ¢oziinenleri tutar.
Membrandan gecen permeat iginde; su, tek iyonlu tuzlar ve suyun tetrahedral
yapisini taklit eden bazi organik asitler bulunur. NF membranlari ile; PAS’dan kiiliin
ayirmmi ve UF permeatinin konsantre edilmesi ancak %24 liikk toplam kati oranina
kadar gergeklestirilebilir. Yapilan bir calismada NF’dan sonra kiil oran1 %30 azalmis
ve Ozelikle Cl-, K+,Na+ gibi monovalent iyonlarin %70 oraninda giderildigi

goriilmiistiir (http://eng.ege.edu.tr/~otles).

2.5.3. Uretildikleri Materyallere Gore Membranlarin Ozellikleri

Membranlar seliiloz asetat (SA), poliamid (PA), polisiilfon (PS), polietersiilfon
(PES), vs. gibi polimerlerden iiretilebilir (Cheryan, 1998; Erdem, 2002).

Seliiloz asetat, kirlenmeyi en aza indiren hidrofilik yapisi, genis ¢esitlilikte gézenek
biiyiikliigiine sahip membranlarin (MF, UF, RO i¢in) liretimine olanak saglamasi,
diisiik maliyeti ve nisbeten kolay islenebilirligi gibi bazi nedenlere bagl olarak en
yaygin kullanilan membran c¢esitidir. Bu {stlinliikklerin yaninda ¢ok onemli
olumsuzluklar1 da vardir. Islenme pH arahigi sadece 3-6 araliginda smirhdir.
Endiistride temizlik ve sanitasyon icin yaygin olarak kullanilan klorine ¢ok

duyarhdir. Basing, membranin sikismasina neden olur. Isleme sicakligmin iist sinir1
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30 °C’dir ve biyocoziiniirdiir .Tiim bu sakincalarina ragmen, ters osmoz isleminde
SA ozellikle deniz suyundan igilebilir su eldesinde yaygin olarak kullanilir

(Cheryan, 1998; Erdem, 2002)

PA membranlar — CONH — amid bandi igerir. Isleme pH aralig: 3-11 arasindadir,
fakat klorin direncleri daha diisiiktiir ve biyokirlenme SA membranlardakinden daha

fazla olur (Cheryan, 1998).

PS ve PES membranlar bazi 6nemli avantajlara sahiptir. 1-13 pH araliginda ve 75
°C’ye kadar sicaklikta kullanilabilirler. Orta derecede klorin direncine sahiptir ve
0.2um den 10 °A’ya kadar gozenek genisliginde farkli konfiglirasyonlarda membran
hazirlamada kullanimi kolaydir, bunlarla MF ve UF gergeklestirilebilir. Alifatik
hidrokarbonlara, tamamen halojene olmus hidrokarbonlara, alkollere ve asitlere karsi
iyi kimyasal dirence sahiptir, fakat aromatik hidrokarbonlardan, ketonlardan,
eterlerden ve esterlerden etkilenir. Diger bir dezavantaj da, diisiik islenme basinci

limitleridir (Cheryan, 1998).

SA ve PA karistmi membranlar bu teknikler kullanilarak daha genis isleme pH,

sicaklik ve basing araliginda, daha yiiksek akisla tiretilmistir (Cheryan, 1998).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
Bu calismada, Balikesir ve Isparta il ve ilgelerinde faaliyet gosteren 8 adet siit

isletmesinden alinan 15 adet PAS analizlerde kullanilmistir. Numuneler soguk zincir

altinda labortuara getirilmis analiz edilinceye kadar -25 °C"de saklanmustir. PAS, ¢ig

slitten {liretilen kagar peyniri iiretimi sonucundan elde edilmistir.

Sekil 3.1. Peyniralti suyu
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3.2. Yontem

3.2.1. Kimyasal Analizler

15 adet PAS nun kimyasal bilesimini belirlemek amaciyla asitlik, pH, kuru madde,

yag, toplam protein, protein olmayan azot (NPN) ve kiil tayinleri yapilmuistir.

3.2.1.1. Asit Tayini (SH cinsinden)

Homojen hale getirilmis olan peyniralti suyu 6rneklerinden 25 ml alinip {izerine 2-3
damla fenolftalein damlatilarak 0.1 N NaOH ile hafif pembe renk elde edilinceye
kadar titre edilmistir (Metin., 2008).

3.2.1.2. pH Tayini

Peyniralti sularinin pH degerleri inoLab pH 720 marka pH metre ile belirlenmistir.

3.2.1.3. Kuru Madde Tayini

Kuru ve temiz olan kurutma kaplar1 kuru hava sterilizatoriinde 105 °C’de 1 saat
tutulmustur. Kurutma kaplarnn desikatorde sogutulduktan sonra darasi alinmig
yaklagik 10 g 6rnek konularak tartilmgtir. Kuru hava sterilizatoriinde 105 °C’de dort
saat kurutulan Ornekler, desikatérde yarim saatte sogutulup ve tartilmistir. Tekrar
etlivde bir saat tutulup, desikatérde sogutulup, tartilarak agirligin sabit hale gelip
gelmedigi kontrol edilmistir. Sabit agirligi geldiginde % kuru madde oram

hesaplanmistir (IDF, 1987).

3.2.1.4. Kiil Tayini

Orneklerin kiil igerigini belirlemek amaciyla porselen krozeler kullanilmistir. Kuru

ve temiz porselen krozeler alinarak, kuru hava sterilizatériinde 105 °C’de 1 saat
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tutulmustur. Porselen krozeler desikatérde sogutulduktan sonra darasi alinmis ve
yaklagik 2 g 6rnek konularak, tartilmistir. Suyunu ugurmak amactyla 105 °C’de
calisan bir kuru hava sterilizatoriine konulmustur. Kuru hava sterilizatoriinde
kurutulan ornekler kiil firminda 625 °C'de beyaz kil elde edilinceye kadar
yakilmistir. Daha sonra % kiil miktar1 hesaplanmistir (AOAC, 1980).

3.2.1.5. Yag Tayini

Yag tayini Gerber metoduyla yapilmistir. Siit biitirometresine 10 ml siilfiirik asit (d
1,825 g/ml) ilave edilmistir. Karistirarak homojen hale gelen PAS' dan 11 ml
aliarak yavas yavas asit {izerine bosaltilmistir. Uzerine 1 ml amil alkol (d 0,811 g/
ml) eklenmistir. Biitirometreler alt iist edildikten sonra Gerber santrifiijiinde 5 dakika
siire ile santrifiij edilmistir Sonuglar biitirometre skalasindan okunmustur (Metin.,
2008).

3.2.1.6. Protein Tayini

Protein tayini Kjeldahl metoduyla yapilmistir. Kjeldahl metodu ile protein tayini
yakma, destilasyon ve titrasyon olmak iizere 3 asamada ger¢eklestirilmistir. Yakma
asamasinda Orneklerden 5 ml yakma tiiplerine alinarak iizerine 1 ml bakir siilfat
(Merck), 15 g potasyum siilfat (Merck), 25 ml siilfirik asit (Fluka) ilave edilerek
yakma islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra destilasyon islemine tabi tutulur.
Destilasyon isleminde metil red ve bromkresol green indikatdrleri ile renklendirilmis
kirmiz1 renkli 50 ml borik asit yesil renge doniisiir. Yesil renge doniisen borik asit

(Sigma) 0.1 N HCl ile tekrar kirmizi renge doniisiinceye kadar titre edilmistir.

% Azot = (1.4007*(A-B)*N/W (3.1)
A=06rnek titrasyonunda harcanan HCI (ml)
B=sahit titrasyonunda harcanan HCI (ml)

N=HCI nin normalitesi

W=06rnek agirligi
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% azot miktarinin 6.38 faktorii ile carpilmasiyla ylizde protein elde edilmistir (IDF,
2001-20-2).

3.2.1.7 Protein Olmayan Azot (NPN)

10 ml peyniralti1 suyu Ornegi almarak tlizerine % 15°lik triklorasetikasit (TCA)
¢Ozeltisinden 40 ml ilave edilmis ve ¢Okelmenin olmasi i¢in 5 dak. bekletilmistir.
Daha sonra ornekler Whatman.1 filtre kagidindan siiziilerek, siiziintiiden 20 ml

alimmig ve Kjeldahl metodu ile protein tayini yapilmistir (IDF, 2001-20-4).

NPN = (1.4007*(A-B)*N) /( m¢my/ (m-0,065 my, ) (3.2)

A=0rnek titrasyonunda harcanan HCI (ml)
B=sahit titrasyonunda harcanan HCI (ml)
N=HCI nin normalitesi

mg=Filtratin 20 ml agirlig

m=Ornek agirhig

m=40 ml TCA ilavesinden sonra 6rnek agirlig

3.3 istatiksel Degerlendirmeler

Ornekler iizerinde durulan &zellikler bakimindan (SH, pH,% Kuru madde, % Kiil, %
Yag, %Protein,NPN) elde edilen gozlemler tek yonlii varyans analizi (One-Way-

Anova) teknigi ile irdelenmistir.

3.4 PAS'da Bulunan B-LG nin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

PAS'da bulunan yabanci maddeler ve yagi ortamdan uzaklastirmak i¢cin 3000xg
15°C’de 10 dak. santrifiij islemi uygulanip Ornekler kaba filtre kagidindan
stizilmiistiir. Yabanci maddeler ve yag ortamdan ayrildikta sonra PAS 6rneklerinden
I’er ml alinmig ve 1.5 M (NH4)2SO4 ve 0.05 M NaH,POj igceren 3 ml tampon (pH 7)
ile karistirilmustir. Uzerine 4 ml % 4’ liikk TCA ilave edip 500 rpm’de karistirilmstur.
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Ornekleri 30 dk. oda sicakliginda beklettikten sonra 3000xg 15°C’de 10 dak.

santrifiij edilerek TCA’ da ¢6ziinemeyen maddeler ayrilmistir.

Stipernatant Econo-Pac 10 DG (Biorad) kolona yiiklenerek tampon c¢ozeltilerle
dengelendikten sonra % 24 TCA'ya kars1 spektrofotometrik olarak 280 nm de optik
yogunluk belirlenmistir. B-Lg miktarlar1 standart kurveden yararlanilarak

hesaplanmistir. (Lieske et.al., 1997).

3.4.1. B-Lg Standardinin Hazirlanmasi

Stok B-Lg cozeltisinin hazirlanmasi i¢in 20 mg B-LG standardi (Sigma) 40 ml su
icersinde ¢Oziindiiriilmistir (2mg/4ml). Calisma sirasinda bu stok soliisyondan
0,075-0,50 g / ml arasindaki oranlarda dillisyonlar yapilmis ve % 24’liilk TCA'ya
kars1 280 nm'de Schimadzu UV-1601 spektrofotometrede okunmustur.

3.5. PAS da Bulunan o-LA’nin Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromotografi (HPLC) ile

Belirlenmesi

3.5.1. Orneklerin Hazirlanmasi

PAS ‘da bulunan yabancit maddeler ve yagi ortamdan uzaklagtirmak icin 3000xg
15°C'de 10 dk santrifiij islemi uygulanip Ornekler kaba filtre kagidindan
stizilmiistiir. Daha sonra HPLC yiiklemek amaciyla siiziilen 6rnekler 0,45 mikronluk

siringa ucu filtreden gecirilmistir.

3.5.2. HPLC

a-LA miktar1 ve saflik tayini kromotografik yontem kullanilarak belirlenmistir. Bu

amagla Schimadzu marka HPLC LC-20AT cihazi kullanilmistir.
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3.5.2.1. HPLC Calisma Sartlarn

Kolon: Zorbax 300SB-C18 (4.6 x 250mm)

Firin Sicaklhigi: Oda sicaklhigi (25 °C)

Dedektor: DAD

Akis Hizt: 1 ml/dk

Coziiclii A: % 0,1 TFA

Coziicii B: % 0,09 TFA, %90 Asetonitril (Sigma)
Enjeksiyon hacmi: 100 pl

Absorbansi:214 nm

Toplam analiz siiresi: 35 dk.

3.5.2.2. HPLC Calisma Programi

HPLC cihazinda ¢alisma programi asagida belirtildigi sekilde uygulanmistir.
1-6 dakikada % 20-40 B

6-16 dakikada % 40-45 B

16-19 dakikada % 45-50 B

19-20 dakikada % 50 B

20-23 dakikada % 50-70 B

23-24 dakikada %70-100 B

24-25 dakikada %100 B

25-27 dakikada %20 B

27-35 dakikalar %20 B olarak ayarlanmistir (Elgar vd., 2000).

3.5.2.3. HPLC Cihaz i¢in Standardlarin Hazirlanmasi

a-LA ve B-LG proteinlerinin standart stok c¢ozeltisinin hazirlanmast igin 1 mg
standart (Sigma) 1 ml saf suda ¢oziindiiriilmiistiir (1 mg/ml). Calisma sirasinda bu

stok soliisyondan 50-250 pg/mL arasinda bir dizi seyreltme yapilmistir.
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3.6. Ultrafiltrasyon

UF islemi i¢in Sartorius Sedium Marka Vivaflow 200 model 10 kDa, 30 kDa ve 100
kDa olan PES membranlar ve Sartorius Sedium Marka Sartocon Slice 200 model 30
kDa molekiil agirligina sahip hydrosart membran kullanilmistir. Ayrica Vivaspin 20
model molekiiler agirligt 30 kDa ve 50 kDa olan UF sistemi denenmistir. UF
diizeneginde basing ayarini saglamak amaciyla Watson Marrow -300 serisi peristaltik

pompa kullanilmustir.

3.6.1. UF islemi icin Orneklerin Hazirlanmasi

Peyniralt1 sular1 3000xg de 15°C de 10 dakika santrifiij edilerek yag partikiilleri
peynir alt1 suyundan uzaklastirilmistir. Daha sonra bu 6rnekler kaba filtre kagidindan
gecirilerek filtre edilmistir. Filtratlar 42°C ye 1sitildiktan sonra UF islemi igin
kullanilmistir. Bu sicaklik mevcut proteinlerin denatiirasyonunu dnlemek i¢in uygun

oldugu i¢in se¢ilmistir. UF islemleri i¢in 2 bar basing uygulanmistir.

Sekil 3.2. Sartorius Sedium Marka Vivaflow 200 PES
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Sekil 3.3. Sartorius Sedium Marka Sartocon Slice 200 Hidrosart

Sekil 3.4 Watson Marrow -300 Peristaltik pompa
3.6.2. 30 kDa ve 50 kDa Santrifiij Tipi Membranlar i¢cin Ornek Hazirlama

Sekil 3.5 Sartorius Sedium Marka Vivaspin 20
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3.5.1.belirtildigi gibi ornekler UF islemi i¢in hazirlandiktan sonra Vivaspin 20
santrifiij tipi 30 kDa ve 50 KDa molekiiler agirliga sahip membran filtreler 40 °C"de
4500 rpm'de santrfiij edilmislerdir. Elde edilen filtratlar 0,45 pm siringa ucu
filtrelerden gecirildikten sonra HPLC cihazinda analize alinmistir. Sekil 3.5 de

Vivaspin 20 filtre sistemi goriilmektedir.
3.6.3. pH'nin UF islemine Etkisinin Belirlenmesi

UF islemine hazir hale getirilen 6rneklerin pH degerleri 3.25, 4.27, 6.30 ve 8 pH* ya
ayarlanarak 100 kDa molekiiler agirliga sahip membran filtreden gecirilmistir. Elde
edilen filtratlar 0,45 pm siringa ucu filtrelerden gecirildikten sonra HPLC cihazinda

analize alinmistir.
3.6.4. Diyafiltrasyon Isleminin UF Uygulanmasi

Bu caligmada 2 farkli diyafiltrasyon yontemi denenmistir. 1. diyafiltrasyon isleminde
ornek miktar1 kadar sicakligi 42 °C'ye ayarlanmis su ilave edilerek her 5 turda bir
toplanan permeat miktar1 kadar su ilave edilmistir. 2. diyafiltrasyon isleminde ise
baslangicta hi¢ su ilave etmeden Orneklerin pH degerleri 6,60° a ayarlanarak UF
islemi sirasinda her 5 turda bir toplanan permeat miktar1 kadar 6rnegin baslangic

sicakligi ile ayni olan saf sudan ilave edilmistir.

3.6.5 Kademeli UF Islemi

Ornekler 10 kDa molekiiler agirliga sahip membran filtreden gegirilmistir. Bu
islemin ikinci kademesi olarak 10 kDa filtrasyon isleminden elde edilen retentant 30

kDa santrifiij tipi membrandan gecirilmistir. Elde edilen filtrat 0,45 pm siringa ucu

filtrelerden gegirildikten sonra HPLC cihazinda analize alinmistir.
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3.6.6. Tripsin Hidroliz Uygulanmasi

100 kDa ve 30 kDa membrandan gegirilerek elde edilen permeata, 42° C'de 2.0 M
NaOH ile 7.7 pH ‘ya ayarlandiktan sonra enzim: substrat oran1 5 mAU/g olacak
sekilde tripsin (0,0007-0,002 g) ile hidroliz edilmistir. Hidroliz pH 6.0'ya
ayarlandiktan sonra 65 °C’de 10 dakika 1s1l islem uygulanarak sonlandirilmistir

(Konrad ve Klenschimidt, 2008).

3.7. UF Gegcirilen PAS’'larimin Protein Profillerinin (SDS-PAGE) ile

Belirlenmesi

3.7.1. SDS-PAGE (Sodium Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez)
Uygulamasi

Proteinlerin negatif yiikli SDS molekiilleri kaplandiktan sonra molekiiler
agirliklarina gore poliakrilamid jel ortaminda elektrik alan icinde gd¢ etmesi ve boya

maddesi ile bantlarin goriintir hale getirilmesi prensibine dayanir.

3.7.2. Ornek Hazirlanmasi

SDS-PAGE i¢in 10 pl PAS Orneginden alinarak 20 pl oOrnek tamponu ile
seyreltilmistir ve 100° C’de 3 dak. kaynatilarak proteinlerin denatiirasyonu

saglanmistir (Liang vd., 2006).

3.7.3. Jel Hazirlanmasi

Jellerin hazirlanmasinda %30 akrilamid karisimi, %10 SDS, %10 APS, 1,5 M Tris-
HCI (pH 8,8) vel,0 M Tris-HCI (pH 6,8) kullanilmistir. Cizelge 3.1°de alt ve st
jellerin igerigi verilmistir (Laemli, 1970).

Jeller hazirlandiktan sonra olusturulan kuyucuklara 5 pl 6rnek ve 7 ul standart

yliklenmistir. Elektroforez tanki gilic kaynagina baglanarak 110 V sabit akimda

yaklasik 2 saat boyunca yiiriitiilmustiir.
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Cizelge 3.1. Ust ve alt jellerin icerigi

%12 Akrilamid 3,3 ml destile su

Alt Jel (10 ml) 4 ml %30 akrilamid karigimi
2,5ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
0,1 ml % 10 SDS

0,1 ml % 10 APS

0,004 ml TEMED
% 5 Akrilamid 3.4 ml destile su
Ust Jel (5 ml) 0,83 ml %30 akrilamid karisimi1

0,63 ml 1 M Tris (pH 6,8)
0,05 ml % 10 SDS
0,05 ml % 10 APS
0,005 ml TEMED
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Kimyasal Analiz

8 farkli isletmeden saglanan 15 farkli Ornegin kimyasal bilesimini belirlemek
amactyla gerceklestirilen asitlik, pH, % kuru madde, % yag, % protein, protein

olmayan azot (NPN) ve kiil tayin sonuglar1 Cizelge 4.1."de verilmistir.

Yapilan analizlerde en diisiik ve en yiiksek kuru madde degerleri % 3,673—6,861

arasinda bulunmustur. Yapilan farkli caligmalarda PAS 1n kuru madde degerleri; %

5,8-7,0 arasinda tespit edilmistir (Kosikowski, 1979; http://eng.ege.edu.tr/~otles;
Uciincii, 2002; Bayizit ve Yilsay, 2004; Lucena et.al., 2007). Orneklerden elde
edilen degerler Ugiincii (2002) ile benzerlik gdstermektedir. Fakat 3 nolu 6rnegin
kuru madde degeri % 13,795 olarak bulunmustur. Siitiin kuru maddesi %12,60 iken
PAS nun siitten daha fazla kuru madde i¢ermesi peynir yapim asamasinda icerisine
bir katki katildigin1 diistindiirmiistiir. Ayn1 sekilde oldukca diisiik deger veren 1 ve 2
nolu PAS"inda uygun olmadig1 ve PAS una su katildigin1 ve numunenin tam dogru

olmadigini1 gostermistir.

Ugiincii (2002)'e gore asit peynir suyunun SH® cinsinden degeri 20-25 arasinda
olmasi gerektigi belirtilmistir. Orneklerin asitlik degerleri 12,2 — 23,4 SH arasinda
degistigi gozlenmektedir. Cizelge 4.1.'de goriildiigii gibi 1, 8, 9 ve 11 nolu
orneklerde asitlik degerleri kasar peynirine islenen siitiin PAS degerlerine uygun
goriilmemektedir. Sahan ve Konar (1995) tarafindan yapilan ¢alismada beyaz peynir
tiretim sirasinda elde edilen asitlik degerlerinin 6,19-7,04 SH oldugu belirtilmistir.
Bu da aldigimiz PAS oOrneklerinin beyaz peynir iiretim sonucunda elde edilmis

oldugunu diisiindtirmektedir.

Orneklerin pH degeri en diisiik 4,42 en yiiksek 6,38 olarak bulunmustur. Ugiincii
(2002)" e gore peyniralt1 suyunun pH degeri 4.0-6,0 arasinda degismektedir.
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Peynir yapimi sirasinda peynir alti suyuna gecen mineral maddelerin miktarlar1 %
kiil degeri olarak Cizelge 4.1. de verilmistir. Orneklerin % kiil degerleri % 0,1 - %
0,8 arasinda degismektedir. Yapilan ¢aligmalarda kiil degeri % 0,3-0,7 olarak tespit
edilmistir. (Alpkent ve Goncii 2003, Tarake1 ve Kiigiikoner 2003, Bayazit ve Yilsay
2004). Sonuglarin birbirinden farkli olmasi peynir isleme sirasinda uygun ve standart

islemlerin yapilmamasindan kaynaklanmaktadir.

Orneklerin yag oranlar1 % 0,1-1,6 arasinda degismektedir. 12 nolu 6rnek haric diger
orneklerde Ugiincii (2004)'iin elde ettigi sonuglara benzerlik gdstermistir. PAS a
gecen madde miktar1 {izerine pihtt kesim siiresi, pitht1 kesim biiyiikliigii, baskida
kalma siiresi vb bir¢ok faktor etkilidir. 12 nolu 6rnegin yiiksek ve farkli olmasi

peynir isleme tekniginin uygun olmamasindan kaynaklanmistir.

Orneklerin protein miktarlarma bakildigi zaman % 0,1-0,8 arasinda degisen degerler
elde edilmistir. Yapilan caligmalarda PAS’larda protein oranmi %0,7-0,8 oldugu
goriilmektedir. 2, 4, 6, 7 ve 11 nolu Ornekler bu degerlere benzerlik gostermistir.
PAS larma gecen protein miktar1 iizerine uygulanan sicaklik, kalsiyum, enzim

miktar1 gibi birgok faktdr etki etmektedir. (Ugiincii, 2002; Bayizit ve Yilsay, 2004).

Yapilan calismada peyniralti suyunun protein olmayan azot (NPN) miktar1 0,006 -
0.034 arasinda bulunmustur. Ilgili literatiire gore NPN miktar1 % protein miktarmin
% 6 olmas1 gerekmektedir. Elde edilen sonuglar bu degere yakindir.

(http://www.foodsci.uoguelph.ca/dairyedu/chem.html).
Orneklerin kimyasal analiz sonuglarinin istatiksel olarak degerlendirilmesi sonucu

nda yapilan varyans analizinde ortalamalar arasindaki istatislik bakimindan 6nemli

bir fark gézlenmemistir (p> 0,05).
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4.2. Peyniralti Sularinda Bulunan B-LG spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

4.2.1 B-Lg Standardinin Hazirlanmasi

PAS’da bulunan B-Lg nin miktarim1 belirlemek amaciyla standart kurve ¢izilmistir.
Kurve ¢iziminde, stok B-Lg ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢cin 20 mg B-Lg standardi
(Sigma) 40 ml su igersinde ¢Ozlindiirilmistir. Calisma sirasinda bu  stok
soliisyondan 0,075-0,50 g / 1 arasindaki oranlarda dilisyonlar yapilmis ve % 24 lik
TCA'ya kars1 spektrofotometrede 280 nm'de okunmus ve Sekil 4.1.°de goriilen

denklem elde edilmistir.

0,35

y = 0,822x - 0,1068
0.3 1 R2 = 0,9972

0,25 /

o

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Konsantrasyon (g/L)

o
N

¢ Seri 1
——Dogrusal (Seri 1)

Absorbans

o
i

Sekil 4.1. B-Lg'nin Standart kurvesi

4.2.2. B-Lg Miktarmnin Belirlenmesi

Ornekler santrifiij edildikten sonra siipernatant Biorad marka Econo-Pac 10 DG
kolona yiiklenerek tampon ¢ozeltilerle dengelendikten sonra filtrat sirayla 3 ml, 4 ml
ve 6 ml'lik kisimlar halinde toplanmistir. Toplanmus filtratlar ayr1 ayri, % 24 TCA'ya
kars1 spektrofotometrede 280 nm'de okunmustur. Elde edilen absorbans degerlerine

gore ilk toplanan 3 ml'lik ve son toplanan 6 ml'lik filtratlarda absorbans elde
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edilmemistir. 4 ml'lik filtrattan elde edilen absorbans degeri, daha 6nce olusturulan
kurveye gore degerlendirilerek her o6rnegin B-Lg icerikleri Cizelge 4.2." de

gosterilmistir.

Cizelge 4.2. B-Lg miktarlari

ORNEKLER B-laktoglobulin miktar (g/1)
1 0,1761
2 0,3318
3 0,0260
4 0,4596
5 0,2795
6 0,2520
7 0,2790
8 0,3400
9 0,3060
10 0,1871
11 0,1180
12 0,3647
13 0,3343
14 0,2320
15 0,2508

Spektrofotometrik yontemle elde edilen miktarlarin dogrulugunu test etmek igin
ayrilmis olan 3 farkli filtrat HPLC cihazina verilerek B-Lg iceren filtrat tespit
edilmistir. 4 ml'lik filtratlarda yiiksek pik verdikleri HPLC cihazinda belirlenmistir.
Sekil 4.2 de elde edilen B-Lg piki goriilmektedir.
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Sekil 4.2. PAS bulunan B-Lg piki

B-Lg serum protein fraksiyonlarmmin ana bilesenidir. Serum proteinin % 50°den
fazlasini olusturur. Oda sicakliginda monomerik molekiiller kovalent olmayan bagla
baglanarak dimer yapida bulunur. Sicaklik arttig1 zaman dimer yapt monomer yapiya

doniisiir. Her bir monomer iki distilfit bag1 ve bir tek thiol grubu igerir.

Konrad et.al., (2000) membran proseslerini igeren bazi metodlar1 kullanarak dogal [3-
Lg’in izolasyonu iizerinde caligmiglardir. Bu calismada pepsin enziminin B-Lg
tizerine etkisi arastirilmis ve enzim uygulamalari ile birlikte membran teknolojisinin
kullanim1 sonucu yiiksek verim elde edilmistir. Proteinin tespiti i¢in Kjeldahl
metodunu, SDS-Page (sodyum dodesilsiilfat- poliakrilamid jel elektroforezi), FPLC

(hizl1 protein s1vi kromatografisi) yontemlerini kullanmislardir.
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4.3. Ultrafiltrasyon Yontemiyle Elde Edilen o-LA’nin Yiiksek Basin¢h Sivi
Kromotografi (HPLC) ile Belirlenmesi

a-LA oldukea kiigik molekiil agirhgmna sahip (14,200Da), Ca™ baglayan,dért adet
distilfit bag1 igeren tek peptid zincirinde 123 amino asit igeren bir molekiildiir. a-LA
izolasyonu icin bugiine kadar bir¢ok ayirma sekli tanimlanmistir, ancak bunlardan
cogu pratik degildir ve sadece laboratuar amag¢h kullanima uygundur. o-LA’nin
secici termal stabilligi, iyon degistirme kromatografi teknikleri ve kromotografik
ayirimlar simdiye kadar yapilmis ¢aligsmalardir. UF sistemi ile a-LA izolasyonu igin
pH, sicaklik, farkli membran biiyiikliikleri ve diyafiltrasyon calismalar1 yapilarak
elde edilen retentant ve permeatta bulunan a-LA 'nin miktar tayini HPLC cihazinda

yapilmigtir.

4.3.1. Standart Kurve Cizimi

3.4.2.3 belirtildigi gibi a-LA ve B-Lg'nin standart kurveleri HPLC de ¢izilmistir.
Sekil 4.3 ve Sekil 4.4"de standart kurveleri ve R? degerleri verilmistir.

Conc.(x100)
2.5]

2.0
1.5
1.04

0.5-: 1

0 10000000 20000000 30000000 40000000 50000000 Area

Sekil 4.3. a-LA standart kurvesi (R* = 0.9988682)
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Conc.(x100)
2.5

2.0
1.5 a
1.04

0.5

0 10000000 20000000 30000000 40000000 50000000 Area

Sekil 4.4. p-lg standart kurvesi (R* = 0.9813273)

4.3.2. Ultrafiltrasyon

Ultrafiltrat membranlar; por ¢aplarina gore degil, membrandan geg¢emeyen kiiresel
molekiil (Nominal Molecular Weight Cut-off, NMWC) agirligina gore tanimlanir.
Gliniimiizde, ultrafiltrasyon membranlarla hidrostatik basing ve santrifiij gibi
transmembran kuvvetlerin etkisiyle ~300 pl orneklerde dahi protein, peptid,
polisakkarit, DNA ve RNA fraksiyonlanarak konsantre edilebilmektedir (de Fillipi
ve Goldsmith, 1970; Lonsdale, 1982; Pusch ve Walch, 1982; McGregor, 1986; Haris,
1989). Molekiiliin sekli, porlardan membran transportunu etkilemektedir. Molekiil
agirhg 100,000 olan globiiler protein 100,000 NMWC olan bir membrandan
gecemezken, dogrusal molekiiller gecebilirler. Membrandaki por biiytikliigii ortalama
bir degerde dagilim gosterirler. Bu 6zellik membran yapiminda uygulanan yonteme
ve dretici firmaya gore degismektedir. Por biiyiikligiinde 10 katlik bir degisim
NMWC’de 100 kathik bir farklilasmayla sonuglanir. Bu nedenle, membranin
NMWC’si protein molekiil agirliindan %20 oraninda daha az olmalidir.
NMWC’deki azalmayla membran akis hizi azalir. Bu durumda, daha uzun islem
stiresine veya daha yliksek transmembran basincina ihtiya¢ olur (Tarhan, 1996;

Bayram, 2007).

UF islemi igin iki farkli 6zellikte membran kullanilmistir. Bunlardan PES membran

polimer bir membrandir. Asimetrik delik yapisina sahiptir. Biyoteknoloji ve ilag
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sanayinde kullanilir. Genis pH aralifinda calisan stabil yapis1 vardir. Genis sicaklik

araliginda kullanilabilir o nedenle sterilize edilebilir.

PES membranin kullanim alanlar1 IgG, kan faktorleri,

izlenmesi i¢in kullanilir. (www.sartorius.com/.../Data PESU Ultrafilt SPC2023-
e.pdf)

enzimler ve peptidlerin

Hidrosart membran ise selilloz bazli membrandir. Biyoteknoloji ve eczacilik
calismalarinda kullanilir. Genis pH araliginda calisan stabil yapis1 vardir. Hidrofilik
Ozelliktedir ve protein baglamaz, yiiksek akisa sahiptir. Uygulama alanlar
oligoniikleotid, protein, albumin hemoglobin, monoklonal antibaby gibi maddelerin
(www.sartorius.com/.../Data_Hydrosart Ultrafilt SPC2027-

eldesinde  kullanilir

e.pdf).

4.3.2.1. 10 kDa PES membran ile UF islemi

3.5.1. belirtildigi gibi 6rnekler UF islemi i¢in hazirlandiktan sonra 10 kDa' luk
memban kullanilarak 6rnekler UF cihazindan gecirilmistir. Permeat ve retentant

HPLC cihazina verilerek 3.4.2.1 ve 3.4.2.2 de belirtilen ¢alisma kosullarinda analiz

edilmistir.

Cizelge 4.3. 10 kDa UF’lik islemi sonrasi permeat ve retantanta bulunan o-LA

miktarlari
Numune Ornekte Permeatta Retentant ta | Permeatta | Retentantta
bulunan a- bulunan a- bulunan a- bulunan | bulunan a-
LA (ug/ml) | LA (ug/ml) | LA (ug/ml) | 0-LA (%) | LA(%)
4 nolu 10 466.12 32.97 112.87 7.07 24.21
UF PES
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Sekil 4.5. 4 nolu 6rnegin 10 kDa luk filtren gecen permeat ve retentant pikleri (Siyah
pik; permeat, pembe pik; retentant)

Sekil 4.5. de goriildiigli gibi 10 kDa luk filtrasyon isleminde permeata hi¢bir serum
proteini gecmeyip tiimi retentant da kalmistir. 10 kDa luk filtrenin bu islem i¢in

uygun olmadigini sdylemek miimkiindiir.

4.3.2.2. 30 kDa UF sisteminde PES membran ile UF islemi

3.5.1. belirtildigi gibi 6rnekler UF islemi i¢in hazirlandiktan sonra 30 kDa ‘luk
memban kullanilarak o6rnekler UF cihazindan gegirilmistir. Elde edilen permeat ve
retentant HPLC cihazinda analiz edilmistir.

a-LA nin molekiil agirligi 14.200 oldugundan dolay1 ve 10 kDa'luk filtreden gegiste

proteinlerin tiimii retentanta kaldigi i¢in 30 kDa'luk filtrenin uygun olacagi

diisiiniilmiis ve bu nedenle 30 kDa" luk pes membran denenmistir.
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Cizelge 4.4. 30 UF'lik islemi sonrasi permeat ve retantanta bulunan o-LA‘in

miktarlari

Numune

Ornekte
bulunan o-
LA (ng/ml)

Permeatta
bulunan o-
LA (ng/ml)

Retentant ta

bulunan o-
LA (pg/ml)

Permeatta
bulunan
a-LA (%)

Retentantta
bulunan o-
LA(%)

6 nolu 30
UF PES

278.66

44.56

245.21

15..99

87.99
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Sekil:4.6. 6 nolu 6rnegin 30 kDa' luk filtren gecen permeat ve retentant pikleri

(Siyah pik; permeat, pembe pik; retentant, mavi pik; 6rnek)

Ancak o-LA nin tiimiinii permeata gec¢irmek miimkiin olmamustir. Piklerden

goriildiigii gibi ornekte bulunan a-LA 'nin bir kism1 permeatta bir kismi retentanta

kaldig1 i¢in numunede bulunan a-LA miktar1 daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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4.3.2.3. 30 kDa ve 50 kDa Santrifiij Tipi Membranlar

[zolasyon sirasinda karsilasilan zorluklar nedeniyle a-LA izolasyonu icin 30 kDa ve
50 kDa" luk santrifiij tipi membran filtreler de denenmistir. Ancak Sekil 4.7 ve 4.8 de

goriildiigii gibi bu filtrelerden de beklenen sonug¢ alinamamustir.

Cizelge 4.5. 30 kDa ve 50 kDa" luk santrifiij tipi membran filtrasyon sonrasi permeat

bulunan a-LA in miktarlarn

Numune Ornekte bulanan a- | Permeatta bulunan | Permeatta bulunan o-LA
LA (ug/mL) a-LA (pg/mL) (%)

4 nolu 30 466.12232 45.18707 9.69
viva spin

6 nolu 50 278.66363 86.42379 31.01
viva spin

o-LA

uVv
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Sekil;4.7. Vivaspin 30 kDa membran filtrasyon sonucu elde edilen permeatta

bulunan a-LA piki
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Sekil 4.7 goriildigi gibi 30 kDa santrifiij tipi membran filtrede 6rnekte bulunan o-
LA miktarinda azalma meydana gelirken B-Lg ‘de ise tamamen kayip meydana
gelmistir.

a-LA B-Lg
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Sekil.4.8. Vivaspin 50 kDa membran filtrasyon sonucu elde edilen permeatta

bulunan a-LA ve B-Lg piki

Elde edilen kromotogramlara gore; santrifiij tipi ultrafiltrasyon sistemlerinde
membranin tikanmasi nedeniyle etkili bir ayirma saglanamamustir. Ultrafiltrasyon
yontemiyle siit serumu proteinlerini elde etmek amaciyla, santrifiij yerine basincin

kullan1ldig1 membran filtrelerin uygun oldugu goriilmektedir.
4.3.2.4. 100 kDa PES Membran ile UF Islemi
3.5.1.belirtildigi gibi ornekler UF islemi i¢in hazirlandiktan sonra 42°C'ye isitilan

ornekler 100 kDa UF sisteminden gegirilmistir. Elde edilen permeat ve retantant

0,45'1ik siringa ucu filtreden gegirilerek HPLC'ye verilmistir. 3 adet peyniralti
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suyundan elde edilen o-LA miktarlar1 Cizelge 4.6."da goriilmektedir. 7 numaral

ornek de a-LA miktar1 retentant da daha fazla bulunmaktadir.

Cizelge 4.6. 100 UF'lik islemi sonrasi permeat ve retantanta bulunan o-LA'in

miktarlar
Numune Ornekte Permeatta Retentant ta | Permeatta | Retentantta

bulanan a- bulunan a- bulunan o- bulunan | bulunan o-
LA (ug/ml) | LA (ng/ml) LA (ug/ml) | a-LA (%) LA(%)

4 nolu 100 466.12 120.32 109.87 25.81 23.57

UF PES

7 nolu 100 284.85 100.13 375.11 35.15 131.68

UF PES

5 nolu 100 523.29 224.77 350.20 42.95 66.92

UF PES

a-LA  B-Lg
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Sekil 4.9. 4 nolu 6rnegin 100 kDa luk filtren gegen permeat ve retentant pikleri
(Siyah pik; permeat, pembe pik; retentant

Mehra and Donnelly (1993)'da pH 8'de 100 kDa membran kullanarak yaptiklari

calismada a-LA miktarim artirmislar ancak saf halde elde edememislerdir. o-LA
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miktarini artirabilmek amaciyla diyaliz yaparak yiiksek molekiil agirlikli proteinleri

retentanta, diisiik molekiil agirlikli  proteinleri (a-LA, pB-Lg) permeatta

zenginlestirebilmisglerdir.

Bottemley (1991) 100 kDa "luk filtre ile 2 kademeli membran teknolojisi kullanarak
a-LA'nin konsantrasyonunu artirabilmis ve o-LA: B-Lg oranini 3:1 olmasim

saglamstir.

4.3.2.4. pH Denemeleri

3.5.1.belirtildigi gibi Ornekler UF islemi i¢in hazirlandiktan sonra orneklerin pH
degerleri 3.25, 4.27, 6.30 ve 8 pH* ya ayarlanarak 100 kDa molekiiler agirliga sahip
membran filtreden gegirilmistir. Cizelge 4.7 de goriildiigii gibi pH 6.3e ayarlanan
ornekte permeatta % 63,90 oraninda a-LA miktar1 artarken retentta kalan miktar
%134,05 olarak bulunmustur.4 farkli pH denemesinde permeatta bulunan miktar

retentantdan daha fazla olmamstir.

Cizelge 4.7. Farkli pH uygulamalar1 sonrasi permeat ve retentanta bulunan a-LA"in

miktarlart
Ornekte Permeatta Retentantta | Permeatta | Retentantta
Numune bulunan o- | bulunan a-LA | bulunan a-LA | bulunan | bulunan a-
LA (ug/ml) (ug/ml) (ug/mh) | o-LA (%) | LA(%)
dnole 1001 a66.12 102.85 287.83 2206 | 6175
nole 1001 a66.12 157.79 33341 3385 | 7152
Sroli 1001 30512 194.99232 409.03 6390 | 13405
Srol 1001 30512 160.54261 360.16 5261 | 118.03

Uchida et.al., (1996) Gouda peyniralti suyunda o-LA eldesini pH'da 1s1l islem
uygulayarak PB-Lg denatiire ettikten sonra o-LA'ni permeatta toplamislardir.
Almecija vd., (2007) pH ve diyafiltrasyon islemini birlikte uygulayarak o-LA ve B-

Lg izolasyonunu gergeklestirmeye c¢aligmiglar ve bu calismada 3 farkli durum
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gozlemlemislerdir.pH 4 ve 5°de a-LA 'nin ¢ok diislik miktarin1 permeatta toplamiglar
ve tamami ise retentantta kalmistir. 3, 6 ve 10 pH'larda retentanttaki a-LA miktarinin

% 60 daha azaldigini, pH 7,8 ve 9 "da en yliksek a-LA 'nii tespit etmislerdir.

Konrad and Klenschmeidt (2008) ise kullandiklar1 pH araliginin a-LA nin fiziksel
ozelliginden dolay1 sinirli kaldigini belirtmisler ve 6.7 "nin iizerindeki pH'larda a-
LA nin ¢dziinmez forma doniistiigiinii belirtmislerdir ve bu arastiricilar pH 6,7 de en
iyi sonug aldiklarini agiklamislardir.

a-LA  B-Lg
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Sekil 4.10 4 nolu 6rnek pH=3,25 ayarlandiktan sonra 100 kDa filtreden gecen

permeat ve retentant pikleri. (Siyah pik; permeat, pembe pik; retentant)
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uVv

a-LA B-Lg

4000000%
3500000%
3000000%
2500000%
2000000%
1500000%
1000000%
500000%

0—==—"H

SO SO | N D

O.OI T

Sekil 4.11. 4

"s50 160 180 7 200 7 250 300 min

nolu 6rnek pH=4.27 ayarlandiktan sonra 100 kDa filtreden gecen

permeat ve retentant pikleri. (Siyah pik; permeat, pembe pik; retentant)
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a-LA B-Lg
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Sekil 4.12. 8 nolu. 6rnek pH=6.30 ayarlandiktan sonra 100 kDa filtreden gecen

permeat ve retentant pikleri. (Siyah pik; permeat, pembe pik; retentant)
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a-LA B-Lg
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Sekil 4.13. 8 nolu 6rnek pH=8.0 ayarlandiktan sonra 100 kDa filtreden gecen

permeat ve retentant pikleri. (Siyah pik; permeat, pembe pik;retentant)

4.3.2.6. Diyafiltrasyon isleminin UF Islemine Uygulanmasi

3.5.3 de belirtildigi gibi hazirlanan 6rnekler ikinci tip diyafiltrasyon uygulanarak 100
kDa luk pes membran kullanilarak filtre edilmistir. Cizelge 4.8. de filtrasyon

sirasinda, Cizelge 4.9.de baslangic asamasinda su katilarak HPLC yontemi ile

permeat ve retentantta bulunan o -LA miktarlar1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.8. 2.Diafiltrasyon uygulamasi ile elde edilen o -LA miktarlari

Ornekte Permeatta Retentant ta | Permeatta | Retentantta

Numune bulanan o- bulunan o- bulunan o- bulunan | bulunan o-
LA (ug/ml) | LA (ug/ml) | LA (pg/ml) | a-LA (%) | LA(%)
IOJIEIDOL“UF 307.05 105.32 168.72 34,30 54.94
0 gIEIDOLuUF 662.71 148.58 203.34 22.42 30.68
Snolui00 1 768 82.44 74.17 108.06 | 97.22
61?1;;“[}1190 278.66 113.09 106.08 40.58 38.06
8 lgg;“[}go 305.12 261.68 321.51 8576 | 10537
91282‘1[}120 438.01 38.36 114.04 8.75 26.03
1ol 001 3302 192.74 213.03 58.27 64.41
li{]’;‘:‘ggo 179.79 248.32 138.98 138.11 | 7730
fanol 001 3768 196.21 340.73 5214 | 90.55
13&";%;00 44535 69.96 268.71 7.8 30.16
14&";%;00 155.37 231.89 274.12 14924 | 17642
ol 1001 147.54 216.63 29516 | 146.83 | 200.05

Cizelge 4.9. 1.diyafiltrasyon uygulamasi ile elde edilen o -LA miktarlari

Ornekte Permeatta | Retentantta | Permeatta | Retentantta
Numune | bulunan o- | bulunan a- | bulunan a- | bulunan | bulunan o-
LA (ug/ml) | LA (ug/ml) | LA (pg/ml) | a-LA (%) | LA (%)
5 nolu
523.29 150.44 188.89 28.75 36.09
100 kDa
& nolu
100 kDa 305.12 170.19 182.54 55.77 59.82
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Cizelge 4.8 de ve Cizelge 4.9 de goriildiigii gibi her iki diyafiltrasyon isleminde de
tam olarak a-LA ayirimi saglanamamis ve ornekteki miktarin bir kismi permeatta bir
kismi ise retentantta kalmistir. Konrad and Kleinschmidt (2008) a-LA ayrimi igin
triptik hidroliz ile birlikte diyafiltrasyon uygulamis a-LA'in konsantrasyonunda %
1.7-4.9 arasinda kayip oldugunu belirlemislerdir. a-LA’in izolasyonu sirasindaki
kayiplar azaltmak i¢in diyafiltrasyon sirasinda daha diisiik sicakliga ve daha diisiik
gdzenek ¢apli membranlar ile bu kayiplarin azaltilabilecegi tespit etmiglerdir. Muller
vd. (1999) ultrafiltrasyon ve diyafiltrasyon islemlerini birlikte kullanmiglar ve son

permeatta a-LA nin sadece % 50 saflastirabildiklerini belirtmislerdir.

Cheng and Zydney (2003) te diafiltrayon ile pH 7 de 30 kDa "luk filtreler kullanarak
a-LA 'ni 10 kat saflastirmislardir.

a- LA B-Lg
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Sekil.4.14. 8 nolu 6rnege birinci tip diyafiltrasyon uygulanarak 100 kDa filtreden
gegen permeat ve retentant pikleri. (Siyah pik; permeat, pembe pik;retentant)
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Sekil.4.15. 8 nolu drnege ikinci tip diyafiltrasyon uygulanarak 100 kDa filtreden
gegen permeat ve retentant pikleri. (Siyah pik; permeat, pembe pik;retentant)
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4.3.2.7. Kademeli UF Uygulamasi

3.5.5 belirtildigi gibi 6rnege iki kadmeli filtarasyon uygulanmasi sonucu Sekil 4.16
ve Sekil 4.17 goriildiigii gibi kromotogramlar elde edilmistir.

a-LA B-Lg
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Sekil 4.16. Ornek 10 kDa luk filtren gegen retentant pikleri
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Sekil 4.17. Ornek 10 kDa luk filtren gegirilen retentantin 30 kDa santrifiij tipi

membrandan gecen permeat

Sekil4.16 ve Sekil 4.17"da goriildiigii baslangicta retentatta bulunan o-LA miktarimiz
cok yliksek seviyelerde bulunurken, 30 kDa santrifiij tipi membranlardan gegirilmesi

sonucu o-LA miktarinda bir azalma meydana gelmistir.

4.3.2.8. Tripsin Hidroliz Uygulanmasi

3.5.6 belirtildigi gibi 6rnege tripsin uygulanmast sonucu Sekil 4.18 ve 4.19°de
goriildiigli gibi kromatogramlar elde edilmistir. UF islemleri sonucunda elde edilen
filtratlara  farkli miktarda enzim ilavesine ragmen, her iki enzim
konsantrasyonundada sekilde 4.18 ve 4.19°de goriildiigii gibi a-LA ve B-Lg piki elde

edilememistir.
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Sekil 4.18. 0.002 gr.tripsin uygulanmasi sonucunda elde edilen kromatogram
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Sekil 4.19. 0,0007 gr tripsin uygulanmasi sonucunda elde edilen kromatogram
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Konrad and Klenschmidt (2008) tripsin enzimi ile muamele sonucunda B-Lg nin
tiimiinii hirolize etmis. Ancak serum albumini triptik hidrolize kars1 direng
gostermistir.a-LA ne tripsin ile muamele edildigi zaman iyi kontrol edilemez ise o-
LA miktarinda kayip meydana geldigini tespit etmislerdir. Bu nedenle PAS da a-LA

izolasyonunda hidroliz agamasinin kontroliiniin dnemli oldugunu belirlemislerdir.

4.3.2.9. 30 KDa Hydrosart Membran ile UF Islemi

Cizelge 4.10. 30 kDa Hydrosart membranda toplanan permeat miktari

Siiresi Top lan?n

" Permeat Miktari
Toplam Ornek
Hacmi 550 ml
1.gecis 10 dk. 100 ml
2.gecis 5dk 42,5 ml
3.gecis 5 dk. 45 ml
4.gecis 5dk 42,5 ml
5.gecis 5dk 30 ml
6.gecis 5 dk. 30 ml
7.gecis 2 dk 27,5 ml
8.gecis 2 dk 25 ml
9.gecis 2 dk 20 ml
10.gegis 2 dk 17,5 ml
11.gecis 2 dk 15 ml
12.gegis 2 dk 15 ml
13.gecis 2 dk 12,5 ml
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Membranlarda konsantrasyon polarizasyonu membran yiizeyinde molekiiler
birikimle olusur (Blatt, 1970; Vilker et.al., 1981; Ofsthun and Colton, 1987). Olusan
bu jel tabakasi, membran yiizeyinde ikinci bir ultrafiltrasyon tabakasi gibi davranir
ve membran akis hizim azaltir. Cozelti ortamindaki parcaciklarin  veya
makromolekiillerin membranda adsorblanmast veya fiziksel olarak porlarda
birikmeleriyle kirlenmeler olusur ve dolayisiyla ultrafiltrasyon performansi diiser

(Baker et.al., 1985; Fane and Fell., 1987; Suki et.al.., 1984; Bayram 2007).

Cizelge 4.10 gorildigl gibi selilloz bazli bir membran olan hidrosart membran ile
yapilan filtrasyon isleminde 13 kez sirkiilasyon yapilmis ve ilk gegiste 550 ml'lik
PAS’dan 100 ml permeat toplanirken filtrelerde meydana gelen tikanmalara baglh

olarak toplanan permeat miktar1 13 gegiste 12,5 ml olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.11. 30 kDa'luk hydrosart membran filtrasyon islemi sonrasi permeat

yikama suyunda bulunan a-LA"in miktarlar

Ornekte Permeatta Retentant ta | Permeatta | Retentantta
Numune bulunan o- bulunan a bulunan o-LA | bulunan | bulunan a-
LA (ug/ml) | LA (ng/ml) (ng/ml) a-LA (%) LA(%)
7 nolu 284.85 58.15 522.32 %20 %183
hydrosart
7 nolu
yikama 284.85 141.98 - %49.84 -
suyu
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a-LA B-Lg
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Sekil 4.20. 7 nolu 6rnegin 30 kDa luk hydrosart filtren gecen permeat ve retentant
pikleri (Siyah pik; permeat, pembe pik; retentant)
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a-LA B-Lg
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Sekil 4.21 7 nolu 6rnekte bulunan a-LA ve B-Ig pikleri

Cizelge 4.11.°de belirtildigi gibi baslangic aninda PAS'da bulunan a-LA miktar
284.85 pg/ml iken 13 tur filtrasyon islemi sonunda permeatta 58.15 pg/ml (%20),
retentta i1se 522.32 pg/ml (%183) oranlarinda tespit edilmistir. Filtrasyonun temizlik
asamasinda ise yikama suyunda kalan a-LA miktar1 ise 141.98 pg/ml bulunmustur.
PES membranlarda farklt pH ve diafiltrasyon islemlerine ragmen retentantta bu

konsantrasyona ulasilamamugtir.
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4.4. SDS-PAGE

205,000

116,000

07,000
84,000 |
56,000 |
55,000 |
45,000
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24,000

20,000 3
- Laktoglobulin
14,200 - Laktoalbumin

Sekil 4.22.(1) Marker, (2) a-LA standard1 ,(3) 7 nolu Ornek, (4) 7 nolu Ornek
Retentant, (5) 7 nolu Ornek Permeat1,(6) Yikama Suyu, (7) B- Lg Standardi, (8)

Kappa Kazein Standardi, (9) Marker,(10) a-LA standardi

Sekil 4.22°de goriildiigii 4. ve 5. kuyucuklarda 30 kDa filtrasyon iglemi sonucunda
elde edilen permeat ve retentantda bulunan protein bantlar1 goriilmektedir.5.

kuyucukta bulunan permeatta a-LA ve - Lg bantlar1 bulunmazken 4. kuyucukta o-
LA ve B- Lg'nin bantlarinin 3 kuyucukta bulunan 6rnege goére daha yogun oldugu

goriilmektedir.
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5. SONUC

Kullanilan farkli saflagtirma yontemlerinde goriilen olumsuzluklar nedeni ile
ultrafiltrasyon yontemi ile protein fraksiyonlarmin ayrilmasi giinlimiizde 6nem

kazanmustir. Bu baglamda yapilan bu ¢alismada su sonuglar elde edilmistir.

¢ Yapilan kimyasal analiz sonucunda PAS’da pH 4,42-6,38, SH 12,2-23.4,
kurumadde % 3,67- 6,86 kiil %0,1-0,8 yag oran1 % 0,1-1,6, protein %0,1-0,8,
protein olmayan azot 0,006-0,034 arasinda bulunmustur.

e Peyniralti sularinda tesbit edilen B- Lg miktarlart 0,026-0,459¢g/1 arasinda
spektrofotometrik olarak tesbit edilmistir.

e Yapilan UF isleminde 10, 30, 100 kDa ‘luk PES membran ve 30 kDa luk
Hidrosart membran filtreler kullanilmistir. 10kDa luk filtreden gegen
peyniraltt suyunun o-LA permeata ve retentanta dagilarak baslangic 6rnek
konsantrasyonuna gore diigiik bulunmustur. a-LA filtrede absorbe olarak
yeteri kadar permeat ve retentanta gegisi saglanamamustir.

e Yapilan pH calismalarinda en yiiksek a-LA miktar1 pH 6,30 ‘da retentant da
8 nolu ornekte tespit edilmistir.

e 100kDa'luk filtre ile yapilan diyafiltrasyon islemi sonucu 8 ve 12 nolu
ornekte a-LA miktar1 sirastyla permeatta %85,76, %52,14, retentantta ise
%105,37, % 90,55 oraninda artirilmustir.

e 30 kDa luk PES membran ve hidrosart membran filtrasyonlar1 ayn1 6rnege
uygulanmistir. Bunun sonucunda hidrosart membranda retentantda o-La
miktart % 183 oraninda artarken PES membranda konsantrasyon artisi
%87,99 oraninda artmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda PES membranlarin
a-La’in saflastirilmasi i¢in uygun olmadig: tespit edilmistir. Elde elimizde
farkli ¢aplarda Hidrosart membran bulunmadigi i¢in permeattaki miktar
artirmak miimkiin olmamustir. Ilerde yapilacak calismalarda farkli gozenek
capli hidrosart membranlar ile permeatta bulunan o-LA miktarinin

artirtlabilecegi diisiiniilmektedir.
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