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OZET

ALFA-LAKTA.LBI.JN.HN NANOT}"JPLERjNiN ELDESI VE MODEL
SINDIRIM SISTEMINDEKI DAVRANISI

BAS, NIHAN
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Boliimii

Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Sibel Karakaya
Eyliil 2009, 57 sayfa

Bu caligsmada, peynir alti suyundan nanotiip olusturulmasi hedeflenmistir.
Bu amagla peynir alti suyundan serum proteinlerini elde etmek amaciyla en uygun
protein ¢oktlirme yonteminin se¢ilmesi, ¢oktiiriilen peynir alti suyu proteininden
alfa-laktalbuminin izolasyonu, izole edilen alfa-laktalbumin fraksiyonunun
saflagtirilmast ve daha sonra nanotiip olusturulmasi planlanmistir. Ayrica izole
edilen alfa-laktalbumin fraksiyonundan nanopartikiil olusturulmasi ve model
molekiil Brillant Blue kullanarak nanopartikiillerin enkapsiilasyon kapasitesinin
saptanmasi ile enkapsiile Brillant Blue molekiiliiniin model sindirim sisteminde
geri salinmminin belirlenmesi amaglanmistir. Protein ¢oktiirme yodntemleri
arasinda, en etkin olan ydntemin izoelektrik noktada iyonik siddeti arttirarak
coktlirme (% 80 doygunlukta) oldugu saptanmistir. Alfa-laktalbuminden nanotiip
eldesi i¢in gerekli protein konsantrasyonuna ulagsmak amaciyla, peynir alt1 suyu
ultrafiltrasyon yontemiyle 10.49 kat konsantre edilmistir. SDS-Page analiziyle
alfa-laktalbumin proteinin saf olarak elde edildigi belirlenmis ve alfa-laktalbumin
proteininden uygun katyon (Ca™) varliginda olusturulan nanotiipler, Tranmisyon

Elektron Mikroskobu’nda goriintiilenmistir.

Alfa-laktalbumin nanopartikiillerinin enkapsiilasyon kapasitesi % 86.076 +
2.87 olarak saptanmistir. Nanoenkapsiile Brillant Blue molekiiliine in vitro
sindirim uygulanmis ve molekiilin % 42.49 + 10.18‘nun sindirim enzimlerinin

aktivitesi sonucu ortama geri salindig1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Alfa-laktalbumin, peynir alt1 suyu, protein izolasyonu,

nanotiip, nanoenkapsiilasyon.
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ABSTRACT

FORMATION OF SELF-ASSEMBLED ALFA-LACTALBUMIN
NANOTUBES AND BEHAVIOUR OF NANOTUBES IN MODEL
GASTROINTESTINAL SYSTEM

BAS, NIHAN
Master Thesis in Food Engineering Department

Supervisor: Prof. Dr. Sibel Karakaya
September 2009, 57 pages

In this thesis, to form self-assembled nanotubes using whey protein is
aimed. In this respect, selection of the most appropriate protein precipitation
method, isolation of alfa-lactalbumin from precipitated whey protein, purification
of alfa-lactalbumin fraction and then forming nanotubes are planned.
Furthermore, to form nanoparticles from alfa-lactalbumin fraction, determination
of encapsulation capacity of nanoparticles by using model molecule Brillant Blue
and release of nanoencapsulated Brillant Blue in model gastro-intestinal system
are investigated. Self-assembled nanotubes of alfa-lactalbumin, which are formed
by the presence of suitable cation (Ca™), are imaged by using Transmission
Electron Microscopy (TEM).

The most appropriate protein precipitation method was salting out at
isoelectric point procedure by using 80% saturated salt solution. In order to reach
appropriate protein concentration to form nanotubes from alfa-lactalbumin, whey
was concentrated 10.49 times by ultrafiltration. SDS-Page analysis showed that
pure alfa-lactalbumin could be obtained by protein precipitation method and alfa-
lactalbumin isolation method used. Encapsulation capacity of alfa-lactalbumin
was calculated as 86.076 % + 2.87. In vitro release of nanoencapsulated Brillant

Blue molecule after model gastro-intestinal digestion was 42.49 % + 10.18.

Key words: Alfa-lactalbumin, whey, protein isolation, nanotube,

nanoencapsulation.



IX

TESEKKUR

Yiiksek lisans tez calismam boyunca her asamada benden yardimini
esirgemeyen, giileryiiziiyle calismaya tesvik eden degerli danisman hocam Sayin

Prof. Dr. Sibel KARAKAYA’ya,
Calismalarim sirasinda destek olan, Sayin Prof. Dr. Sedef Nehir EL’e,

Tez ¢aligmalarimin 6nemli bir boliimiinde yardimini esirgemeyen Sayin Dr.

Sevket KARACANCTI ya ve Biyomiihendislik Boliimii ¢alisanlarina,

Bilgi, deneyim ve Onerilerini paylasan Sayin Prof. Dr. Figen
ZIHNIOGLU’na ve Biyokimya Bolimii Saym Ar. Gor. Al
ZEYTUNLUOGLU’na,

Calismamda, kendi yaptiklar1 ¢aligmalarla ve deneyimleriyle bana destek

veren Sayin Prof. Dr. Kees de Kruiff’e,

Anadolu Universitesi Bitki Ilac ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi

(AUBIBAM)’dan Sayn Prof. Dr. H. Mehtap KUTLU’ya,

Yiiksek lisansa baslayip bitirdigim ana kadar, maddi ve manevi destegiyle

beni tesvik eden canim aileme,

Tez ¢alismamda bana destek veren, sevgili arkadaslarima yiirekten tesekkiir

ediyorum.



XI

ICINDEKILER
Sayfa
OZET oottt ettt e v
ABSTRACT ..ottt et aenen s vii
TESEKKUR ..ottt ix
SEKILLER DIZINT ..o XV
CIZELGELER DIZINT ..o xvii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI...........oooiiiiiiiiiiiii Xix
L GIRIS ettt 1
2. ONCEKI CALISMALAR ..ottt 3
2.1 PeYNIr AL SUYU .ooeiiiiieiiicieece ettt ettt e enae s 4
2.1.1 Alfa-1aktalbumin ........coecevieiieiiiieeeee e 5
2.2 Nanotlip Olusum MeKanizZmas .........c.ccccveevrieriieriienieeieeeie e evee e 8
2.3 Alfa-laktalbumin Nanotiiplerinin Avantajlart .........cccccoevveveiieviencieenieennenn, 10
2.4 Alfa-laktalbumin IZolaSyOnu .............cocoeeiiiieeeceeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 13
2.5 Nanoteknoloji ile Uretilen Gidalarin Giivenilirligi ............cccccevevevevreeuerennnee. 14
3. MATERYAL VE YONTEM .......oooomioiioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese. 17
3.1 MaAErYal ..ot 17

311 HAMMAAAE oo e e 17



XII

ICINDEKILER (devam)
Sayfa
3.1.2 Kimyasal Malzemeler .........ccccoeeviiieiiiieiieeieeeeeee e 17
3.1.3 Kullantlan Cihazlar ..........cccooivinininiiiiiicncneeceeeeeeeccee e 18
3.2 YONEEIM ..ottt ettt et 19
3.2.1 Alfa-laktalbumin Izolasyonu I¢in Uygulanacak Protein Coktiirme
Y Onteminin SECIIMEST ....eeevviiiiiiieiiie et et 19
3.2.1.1 Protein TayiNi...cc.eececuieeciieeciieeeiie ettt eee e evee e ree e e e e e snseeeeneas 21
3.2.1.2 YaZIn AYIIIMAST..ccueiiiiiiiiiiie ettt et et 21
3.2.1.3 Proteinin COKtUITIMEST .....ccvvviiiiiiiiiiieieee e 22
3.2.1.4 SDS-Page ANAlIZI ..c.eovuiriiiiiiiiiiiniecieeeeteeeeet et 23
3.2.2 Peynir Alt: Suyundan Alfa-laktalbumin izolasyonu...........cc.cccevevuevennnenn 26
3.2.2.1 Proteinin COKtUITIMESI .....ccvveiiiiiiiiiiieiiee e 26
3.2.2.2 Alfa-laktalbumin Fraksiyonunun Eldesi...........cccocceeniniiiniiniinninne 26
3.2.2.3 Jel Filtrasyon Kromotografisi .........ccceevvereeneeiienieneiniinieniecieereseceeeene 29
3.2.2.4 Alfa-laktalbumin Saflik Derecesinin Saptanmast.........cccceeevverveneeeenee. 29

3.2.2.5 A260 nm/A290 nm degeri > 1.35 olan fraksiyonlarin protein miktarinin

SAPLAITIAST ... ueeeiiieeeiiee ettt ettt e ettt e et e ettt e st e e st e e sabe e e sabee e s bt e e abeeeaareeea 29



XIII

ICINDEKILER (devam)

Sayfa

3.2.3 Konsantre Peynir alt1 Suyundan Alfa-laktalbumin izolasyonu...............30

3.24 Nanotlp Eldesi.......ooviiniiiiiii e 30
3.2.4.1 Nanotiip GOrtintlilemesi.........c.ooouiiiiiii i e 32

3.2.5 Nanopartikiil Olusturulmasi ve Enkapsiilasyon Kapasitesinin
SAPLANMAST...eeeuiiieeiiie ettt et ete e e s tee e saee e e e sabeeennseeennseeennee 32

3.2.6 Enkapsiile Brilliant Blue Molekiiliiniin in vitro Kosullarda Geri

Saliniminin (release) Saptanmast .........cceeecveereeerieerieeiieenie e 33
3.2.7 Istatistiksel ANAlZ. ... ......ccouiiuiii e 33
4. BULGULAR VE TARTISMA ..ot 34

4.1 Alfa-laktalbumin Izolasyonu I¢in Uygulanacak Coktiirme Yonteminin

N TeTo3 1§01 1T PSPPI 7 |

4.2 Peynir Suyundan Alfa-laktalbumin Izolasyonu.......................ccoeeneen. 35
4.2.1 Proteinin COKtUITIMEST ...ccovevvt it i 35
4.2.2 Alfa-laktalbumin Fraksiyonunun Eldesi....................ooooiiiiiin, 37
4.2.3 Jel Filtrasyon (Sephadeks) Kromotografisi.................ooceiiiiiininn... 37

4.2.4 Fraksiyonlarin Protein Konsantrasyonu ve Alfa-laktalbumin Saflik

| DTS (L oTo) SRR 38

4.2.5. Konsantre Peynir Alt1 Suyundan Alfa-laktalbumin izolasyonu.............. 40

4.2.6. Nanotlp EIdeST .....cccveviieiiiiiiieiiecieeeee ettt s 42



XIvV

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
4.2.7. Nanopartikiil Olusumu, Enkapsiilasyon Kapasitesi ve Enkapsiile
Brilliant Blue (BB) Molekiiliiniin /n vitro Kosullarda Geri Salinimi.......... 47
S.SONUC ...ttt ettt ettt et ebe et entesaeennea 49
6. ONERILER ......coooiiiiiiiiiiiieieeeieee sttt 51
KAYNAKLAR DIZINT ....cooooiiiiiieee s 52
EKLER . .....c.ooiiee ettt ettt ettt este e e saeenaeeaeeseensesseenes 56
Ek 1 0°C doygunluk i¢in gerekli amonyum siilfat miktari..........cccccooveverererrnnnnnn. 56

OZGECMIS ..ottt seeeeeens 57



XV

SEKILLER DiZiNi

Sekil Sayfa
2.2.1 Peptitlerin kendiliginden bir araya gelmesi ile nanotiip olusumu ........... 10
2.3.1 Alfa-laktalbuminden nanotiip eldesi ........cccceevieeciiiercieencieecie e, 12
3.2.1. Alfa-laktalbumin izolasyonu i¢in uygulanacak ¢oktiirme yonteminin

SECIIMEST ..ttt et e e e enae s 20
3.2.2.1. Peynir alt1 suyundan alfa-laktalbumin izolasyonu.............cccccevervencene. 27
3.2.2.2.1. Peynir alt1 suyundan alfa-laktalbumin fraksiyonunun eldesi................ 28
3.2.4.1 NaANOLUP ElAEST ..eeuvieruiieiiiiiieiie ettt 31
4.1.1. Peynir alt1 suyunun SDS-Page jel elektroforezi ile saptanan

protein frakSTyONIart ..........ccveriiiiiieiiieiieie e 34
4.2.1.1. Peynir alt1 suyuna uygulanan farkli ¢oktiirme yontemleri ile elde

edilen protein fraksiyonlari.........cccceeeeiieeiiieeciieeciec e 36
4.2.5.1. Ultrafiltrasyon sonrasinda elde edilen 10 kDa<MA<30 kDa

fraksiyonuna uygulanan I[IAC (% 80 doygunlukta) yontemi ile elde

edilen diyalizatin protein frakSiyonu ..........ccceeeveeviienieeiiienieeieeeeeie e 42
4.2.6.1. Inkiibasyon siiresi 20 saat, mol kalsiyum / mol alfa-laktalbumin

orani 2.263 kosullarinda elde edilen ve -40 °C’de depolanan

orneklerdeki alfa-laktalbumin nanotipleri .........ccceeeveerieeiiienieniieeieeee. 43
4.2.6.2. Inkiibasyon siiresi 20 saat, mol kalsiyum / mol alfa-laktalbumin oran

2.263 kosullarinda elde edilen ve liyofilize olarak depolanan

orneklerdeki alfa-laktalbumin nanotipleri .........occeevveeeiiieniiiiieniieieeee. 44



XVI

SEKILLER DIiZiNi (devam)

Sekil Sayfa

4.2.6.3. Inkiibasyon siiresi 48 saat, mol kalsiyum / mol alfa-laktalbumin oram 3
ve liyofilize olarak depolanan 6rneklerdeki protein agregatlari .............. 45
4.2.6.4. Inkiibasyon siiresi 48 saat, mol kalsiyum / mol alfa-laktalbumin oram 4

ve -40 °C’de depolanan 6rneklerdeki protein agregatlari......................... 46



XVII

CIZELGELER DIZINi

Cizelge Sayfa
2.1.1.1. Siitiin azotlu MAaddeleri ........ccceeveeiirieiiiieeeeeeeee e 5
2.5.1. (Gida iiretim zincirinde nanoteknoloji uygulamalari.............cccoeeeuvenneen. 15
4.1.1. Degisik ¢oktlirme yontemlerinin protein verimine etkisi............ccoeue... 35
4.2.1.1. Alfa-laktalbumin izolasyonu agamasinda farkli protein

¢oktiirme yontemlerinin protein verimine etkisi..........cccceevvereveerueennenne. 36
4.2.3.1. Jel filtrasyon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarin

280 nm dalga boyundaki absorbans (A) degerleri..........ccceceerviriiennnenne. 37
4.2.4.1. 280 nm dalga boyunda A > 0.2 olan fraksiyonlarin protein

konsantrasyonu (PK) ve alfa-laktalbumin (a-L) saflik derecesi. ............. 39
4.2.5.1. Ultrafiltrasyon oncesi ve sonrasi protein konsantrasyonlart.................... 40
4.2.5.2. Peynir alt1 suyunun 10 kDa<MA< 30 kDa fraksiyonuna uygulanan

IIAC (% 80 doygunlukta) yontemi ile elde edilen FrA-pH

fraksiyonunun protein konsantrasyonu (PK) ve alfa-laktalbumin

(0-L) SAfTIK dET@CESI...ccvviieiiieeiiieciie ettt e 41
4.2.7.1. Alfa-laktalbumin nanopartikiillerin model molekiil Brilliant Blue i¢in

elde edilen enkapsiilasyon kapasiteleri ve in vitro kosullarda geri

SALIIIIINIL ..ot e e e e e et e e e e e e e e e e e e e aeeeeeeeeeeneanans 47



Simgeler
A

ASP-X

FrA

FrA-pH

Glu-X

MA

o-Kazein
a-Laktalbumin
B-Kazein
K-Kazein

3 10 heliks

XIX

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Aciklama

Absorbans

Aspartik asit

Alfa-laktalbumin fraksiyonu (pH ayarlanmamis)
Alfa-laktalbumin fraksiyonu (pH’1 ayarlanmis)
Glutamik asit

Molekiil agirlig

Alfa-kazein

Alfa-laktalbumin

Beta-kazein

Kapa-kazein

Taniyict heliks



XX

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZIiNi (devam)

Kisaltmalar

AUBIBAM

BB
BLP
DPT
FDA
GRAS
HPLC
IAC
ic
[TAC
OoC
SDS-Page
TEM

Anadolu Universitesi Bitki Ila¢ ve Bilimsel Arastirmalar
Merkezi

Brilliant blue

Bacillus licheniformis proteaz

Devlet Planlama Teskilati

Food and Drug Administration

Generally Regarded As Safe

Yiiksek performans sivi kromotografisi

Iyonik siddeti arttirarak ¢oktiirme

Izoelektrik noktada ¢oktiirme

Izoelektrik noktada iyonik siddeti arttirarak ¢oktiirme
Organik ¢ozgen kullanarak ¢coktlirme

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
Transmisyon Elektron Mikroskobu



1. GIRIS

Nanoteknoloji son yillarda kiiresel boyutta 6nem kazanan yeni bir teknoloji
alanidir. AB f{ilkeleri, Japonya, A.B.D ve diger flilkeler 1995’lerden sonra
nanoteknoloji  c¢alismalarina kaynak ayirmaya baslamiglardir. 1997°de
nanoteknolojiye devlet yatirimlari 100 milyon $/y1l iken, 2005’lerde 1 milyar $/
yil civarma g¢ikmistir. 6. Cergeve programi, 2004 degerlendirme raporunda ise,
nanoteknoloji plani olmayan iki iilke olarak yalnizca Malta ve Tiirkiye
belirlenmistir. Bunun sonucunda DPT destegiyle Bilkent Universitesi’ne bagh
olarak Ekim 2005°te baslayan nanoteknoloji ¢aligsmalarina ilk etapta 11 milyon TL
ayrilmigtir. Uzmanlar, 2025 yilina kadar gelisimini tamamlanmasi diisliniilen
nanoteknoloji arastirmalarina ayrilan fonun ve bu yondeki arastirmalar1 yapacak
uzmanlarin arttirilmas: gerektigi diisiincesindedirler. Ulkemizde kurulan Ulusal
Nanoteknoloji Merkezi, bu konudaki ¢alismalarin gergeklestigi ana merkezdir.
Ancak burada heniiz gida alaninda  ¢aligmalar  yapilmamaktadir
(http://www.nano.org.tr/history.html, 03.09.2009).

Gida alaninda yapilan c¢alismalar incelendiginde, interaktif gida ve
iceceklere eklenen nanokapsiillerde, farkli mikrodalga boylarinda, gidada arzu
edilen renk ve tatlar olusturuldugu belirtilmistir. Ulusal Israil Nanoteknoloji
Merkezi ve Birlesmis Milletler Nanoteknoloji Merkezi, su saflagtirma, kirlilik
uzaklastirma gibi membranlarla yapilan islemleri igeren uygulamalar
yapmislardir. Bagka bir ¢calismada, baharatlar1 nanoboyutta toz veya emiilsiyonlar
halinde kullanarak nanoformiilasyonlar olusturmuslardir. Kizartma yaginin
nonoseramik materyalle termal polimerizasyonu dnlenmis ve istenmeyen kokulari
azaltilmistir. Siit proteininden kendiliginden montaj yontemiyle olusturulan
nanotiiplerin, viskoziteyi arttirici, jellesme, nanokapsiilleme ve kontrollii salinim

potansiyeli ortaya konmustur (Chau et al., 2007).

Nanoteknoloji  kullanilarak, ambalajlama alaninda g¢esitli ¢alismalar
yapilmigtir.  Nanokompozit veya nanopartikiillerin (glimiis, titanyum dioksit,
silikon dioksit ve nano-kil) ambalaj materyallerine eklenmesiyle gidalari ¢evresel
etkilerden daha iyi bir koruma ve antimikrobiyal ylizey gelisimi saglanmaktadir
(Chau et al., 2007).

Niitrosotik tasinim ile, fonksiyonel bilesenlerin, su ve igeceklerde
kullanimiyla biyoyararliliginin artmasi saglanmaktadir. Likopen nanopartikiilleri
gelistirilmis ve FDA (Food and Drug Administration) tarafindan GRAS



(Generally Regarded As Safe) statlisiinde kabul edilmistir. Esansiyel yaglar,
tatlandiricilar, antioksidanlar, Koenzim Q10, vitamin, mineral ve fitokimyasallar
nanokapsiiller halinde kullanilarak, biyoyararliligt  gelistirilmistir. ~ Aktif
ingrediyentleri iceren nanopartikiilleri kapsiilleme ile oksidasyon, istenmeyen
tatlarin olusumu engellenmistir. Peynir suyu protein nanopartikiilleri de niitrosotik

ajanlarin agizdan alimiyla, biyoyararligini arttirmislardir (Chau et al., 2007).

Gida giivenligini saglama ve algilama amacl, patojen, kimyasal ve
toksinleri belirlemede nonosensor olarak da nanodestekler, nanobarkod cihazlari,

mikrobiyodedektorler ve nanopartikiiller kullanilmigtir (Chau et al., 2007).

Alfa-laktalbumin nanotiiplerinin, viskozite arttirici, jellesme saglayict ve
enkapsiilasyon ajani olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (Ipsen and Otte.,
2007).

Alfa-laktalbumin triptofanca zengin, bakterisidal etki, antitimor aktivitesi,
anjiyotensin doniistiiriicli enzim inhibisyonu (hipertansiyonu diisiiriicii) ve opioid
(rahatlatici) etkileri olan ve peynir suyunun %20’sini olusturan bir siit proteinidir
(Chatterton et al., 2006). Gida proteini olmasi nedeniyle, gelecekte ilag ve gida
sanayinde potansiyel kullanimi s6z konusudur (Graveland-Bikker and de Kruif,
2006).

Calismada, alfa-laktalbumin nanotiiplerinin elde edilmesi ana hedef olarak
belirlenmistir. Alfa-laktalbumin nanotiipleri, proteince zengin olan, ancak
iilkemizde ya atik olarak isletmeye mali yiik olan ya da peynir alti suyu tozu
olarak bazi firmalarca degerlendirilmeye caligilan, peynir alti suyundan elde
edilmesi planlanmistir. Ayrica alfa-laktalbumin nanopartikiillerinin enkapsiilasyon
kapasitesi ve nanoenkapsiile molekiiliin model sindirim sistemindeki davranisinin

arastirilmasi da amaglanmustir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Bugiin nanoteknoloji ile firetilmis g¢esitli temizlik malzemeleri, duvar
boyalar1 ve tekstil iirlinleri evlerde ve igyerlerinde kullanilmaktadir. Ayrica
elektrik-elektronik ve bilgisayar alanlarinda nanoteknoloji ile iiretilen
pargaciklarin kullanimi ¢ok daha eskiye dayanmaktadir. Gida sanayinde ise
nanoteknoloji uygulamalart heniiz ¢ok yenidir ve ticari olarak {iretilen {irtinlerin
basinda likopen ve karoten gelmektedir. Gida endiistrisindeki nanoteknoloji
uygulamalari, tasima sistemleri (miseller, nanoemiilsiyonlar, liposomlar,
biyopolimerik nanopargaciklar vb.) gida giivenligi ve biyogiivenlik (nanosensorler
vb.) ve nanotoksizite gibi uygulamalar1 kapsamaktadir. Diinyada gida ve meyve
suyu ambalaj sektoriindeki nanoteknoloji triinlerinin satist 2002 yilinda 150
milyon $ iken, 2004 yilinda 860 milyon $’a yiikselmistir. Uzmanlar gida
endiistrisinde nanoteknoloji uygulamalar1 ile iiretilen iriinlerin 2010 yilinda
pazarda 20 milyar dolar degerinde bir paya sahip olacagini tahmin etmektedirler.
Gidalarda potansiyel nanoteknoloji uygulamalarinin, gidadaki besin 6geleri ve
antioksidanlar gibi biyomolekiillerin insan viicudunda etkin ve efektif olarak
salimmmlart ~ {izerinde  yogunlasacagi  Ongoriilmektedir. ~ Nanoteknoloji
uygulamalarinin yaygin olarak kullanilabilecegi diger bir alan ise, fonksiyonel
gida endiistrisi olarak belirtilmektedir. Fonksiyonel gida endiistrisinde karsilasilan
en onemli giigliik, fonksiyonel gida bileseninin saglik {izerine etkisini saglayacak
biyoyararlilikta eklenen bilesenin, gidanin duyusal 6zelliklerini olumsuz yonde
etkilemesidir. Gidanin duyusal 0Ozelliklerini bozmadan fonksiyonel bilesen
eklemenin baslica yolu ise mikroenkapsiilasyon uygulamasidir. Ancak gidalarda
mikroenkapsiilasyon i¢in kullanilabilecek bilesenler (proteinler, yaglar,
karbonhidratlar vb.) olduk¢a simirhidir. Ek olarak gidalarda kullanilabilecek
enkapsiilasyon ajanlar1 ile hedef salimim 6zelligini saglamak pek miimkiin
olmamaktadir. Enkapsiilasyon sistemlerinin kontroliiniin, ara yiizeylerde veya
kolloidal sistemlerdeki molekiillerin bir araya getirilmelerini saglayacak
mithendislik uygulamalar ile elde edilmis nanopargaciklar ile saglanabilecegi
belirtilmektedir (Karakaya., 2007).

Dogada inorganik ve organik molekiiller, biyomolekiillerin bir araya gelerek
kompleks yapilar meydana getirmesiyle olusmaktadir. Bu sekildeki dogal
olusumlara hemoglobin, aktin ve kollajen 6rnek olarak verilebilir (Graveland-
Bikker and de Kruif, 2006).



Nanoteknoloji ve nanobilimler dogal olusu taklit etmeye yonelik olarak,
materyali par¢alamaktan ziyade (top-down /yukaridan asagiya); molekiiler 6l¢iide
senteze (asagidan yukariya /bottom-up) yaklasimina yonelmistir. Bu amagla
ornegin ilag, gida ve kozmetikte yeni kullanim alanlari i¢in, yeni ve farkli yapilar
olusturulmaya caligilmaktadir. Nanoteknolojik uygulamalarda, boyutlar1 kontrol
edilebilir olan i¢i bos tiibililer nanoyapilarin sentezi i¢in, genellikle kisa peptitler
dizayn edilmektedir. Peptit zinciri, spesifik aminoasitlerin (6rnegin; beta-tabaka,
aromatik ylizeyler arasi baglanma, halka seklindeki siklik peptit alt birimlerinin)
istiflenmesi gibi mekanizmalar, nanotiip olusumuna olanak saglamaktadir.
Nanotiipiin i¢ boslugu yapiya giren peptit alt birimlerinin halka boyutlarinin
ayarlanmasiyla saglanabilir. Peptitlerin nanotiip olusturmasi i¢in muhakkak siklik
yapida olmasi gerekmemektedir. Yedi aminoasit igeren amiloid beta-peptitinin
kendililiginden montaji, bir beta tabakasinin diger tabakaya tutunup donerek
heliks yapida, 50 nm ¢apindaki kurdele seklinde homojen tiibiiler yap1 olusumu
seklinde gerceklesmektedir. Cok kisa bir dipeptit olan difenilalanin farkli ve
dayanikli nanotiiplerin yapiminda kullanilmistir (Graveland-Bikker and de Kruif,
20006).

Son yillarda ise, alfa-laktalbuminin nanotiip uygulamalar1 i¢in oldukga
elverisli bir materyal oldugu belirlenmistir. Ozellikle hedef organlara ulasmasi
istenen biyoaktif bilesenlerin nanoenkapsiilasyonu i¢in kullanimi gelecek vaat
etmektedir.

2.1 Peynir Alt1 Suyu:

Peynir alt1 suyunun tarihgesi yaklagik 3000 y1l 6ncesine dayanmaktadir. 17.
ve 18. yy.’larda ilag¢ etkeni olarak degerlendirilmeden once, peynir alt1 suyu siit
endistrisinin bir atig1 ve “en ucuz akip giden” olarak bilinirdi, 20. yy.’in
sonlarinda yasalar aritilmamig peynir altt suyunun cevreye atimini yasaklamis,
yine ayni zamanlarda, peynir alt1 suyu bilesenlerinin degeri anlasilmistir. Modern
bilim, peynir alti suyu proteinleri ve bilesenlerinin 6zelliklerini ortaya ¢ikarmus,
ana prensipte besleyici ve fonksiyonel degerini belirlemistir. Peynir alti suyu
proteininin kalitesinin et, soya, kazein ve balik proteinleri ile benzer veya yliksek
oldugu belirtilmistir (Smithers, 2008).



2.1.1 Alfa-laktalbumin:
Siitteki azotlu maddelerin % 95.2°si protein yapisinda azotlu maddelerden
ve % 4.8’1 protein yapisinda olmayan azotlu maddelerden olusur. Siitiin azotlu

maddeleri Cizelge 2.1.1.1°de gosterilmektedir (Metin, 1999)

Cizelge 2.1.1.1: Siitlin azotlu maddeleri (Metin, 1999)

Siitiin azotlu maddeleri

Proteinler (% 95.2) Protein olmayan azotlu
Kazein %76.2 maddeler (% 4.8)
Albumin %14.3
Globulin %1.9 Amonyak Nitrat
Proteoz-Pepton %2.8 Ure
Serbest amino asitler
Kreatin Kolin
Urik asit Fosfatidler

Siit proteinleri ise kazeinler (% 80) ve serum proteinleri (% 20) olmak iizere
ikiye ayrilir. Kazeinler, B-Kazein, as-Kazein ve K-Kazein’den olusur. Serum
proteinleri, albuminler (siit proteinlerinin %15°1), globulinler (immunglobulinler)
(slit proteinlerinin %2’si) ve proteoz-peptonlardan (siit proteinlerinin %3’{i)
olugmaktadir (Metin, 2008).

Inek siitiindeki siit proteinleri miktarina (30-35 g/l) bakildiginda,
albuminlerin B-Laktoglobulin (2-4 g/l), a-Laktalbumin (1-1.5 g/I) ve kan serum
albumini (0.1-0.4 g/1) yapisinda bulundugu belirlenmistir (Metin, 1999).

Alfa-laktalbumin (a-Laktalbumin), 123 aminoasit i¢eren, 14.2 kDa molekiil
agirhginda kiiciik, globiiler bir proteindir. 2 farkli yuvarlak uca (lop) sahiptir,
bunlardan biri alfa-heliks digeri beta-tabaka yapisini olusturmaktadir. Loplar
arasinda disiilfit bagiyla baglanmis kalsiyum baglayan spiral yap1 yer almaktadir.
Bu yapi, kalsiyum ortamda bulundugunda proteinin tersiyer yapisini stabilize

etmede rol oynar (Ipsen and Otte, 2007).

Alfa laktalbumin molekiiliiniin biliylik kismi1 a-heliks yapisindadir ve bu

yap1 polipeptit zincirinin amino ve karboksil uglarini (amino asit uglar1 1-34 ve



86-123) olusturmaktadir. a-heliks yapisi 4 ana a- heliks (amino asit uglart 5-11,
23-34, 86-98 ve 105-110) ve 2 kisa 3o heliks’ den (amino asit uclari 18-20 ve
115-118) olugmaktadir. B-tabaka yapisi ise polipeptid zincirinin orta bolgesini
olusturmakta (amino asit ucu 35-85) ve paralel olmayan B-tabaka yapilar1 (amino
asit uglart 41-44, 47-50, 55-56), kiiciik 3¢ heliks (amino asit ucu 77-80) ve bazi
diizensiz yapilar1 kapsamaktadir. Ca™ afinitesi yiiksek olan bdlge ise bu alt

gruplarin birlesme noktasinda yer almaktadir (Graveland-Bikker, 2005).

a-laktalbumin oval yapida ve boyutlar1 2.5%3.7%3.2 nm olan bir globiiler
proteindir. Dogal holo-o-laktalbuminin doniis yarigapt 1.57 nm, fakat asitte

¢Oziinmiis globiiliin yarigap1 1.72 nm’dir (Graveland-Bikker, 2005).

a-laktalbuminin kararliligi incelendiginde, karboksilatlarla diisik pH’da
titrasyonun Ca™ iyonlarimin protonlarla yer degistirmesine neden oldugu
saptanmistir (Graveland-Bikker, 2005).

Peynir altt suyu proteinleri, jel olusumu ig¢in hidrolizlendiginde beta
laktoglobulinin diisiik jel olusturma kuvvetine sahip ve i¢inde 100 nm civarinda
agregatlar bulunduran beyaz tanecikli yapida jel olusturdugu goriilmiis, alfa-
laktalbuminin ise, seffaf jel olusturdugu ve jel olusturma kuvvetinin beta-
laktoglobuline nazaran 10 kat daha gii¢lii oldugu belirlenmistir (Ipsen and Otte,
2007).

Alfa-laktalbuminin, antikarsinojenik etki, antimikrobiyal etki, anjiyotensin
doniistiiriici enzim (ADE) inhibisyonu, biiyiimeyi destekleyici ve opioid
(rahatlatic1) etki gibi etkilere sahip oldugu belirtilmistir. Yiiksek miktarda
triptofan icerdigi icin, stresle basetmede de fonksiyonel gida bileseni olarak

kullanim potansiyeline sahiptir (Chatterton et al., 2006).

Proteinler kendiliginden montaj (self —assembly) yontemi ile elde
edildiklerinde, elde edilen friiniiniin Ozelliklerinin onu olusturan monomerik
yapilardan farkli olmadigr ve bu durumun, morfolojileri ve fonksiyonlari
uyarlanmig, kendiliginden-molekiil bilimiyle hazirlanan yeni maddelerin/iiriinlerin
olusumuna imkan sagladigi belirtilmistir. Bu durum, maddelerin dizaynini, ortam
kosullarini, morfolojilerini ve fonksiyonlarini etkileyebileceginden onemli bir
ozellik olarak degerlendirilmektedir. Beta-tabaka yapisinca zengin materyallerin
genelde termodinamik olarak stabil oldugu ve c¢evre kosullarindan ¢ok az
etkilendigi bildirilmistir (Rajagopal and Schneider, 2004).



Biyomolekiillerin kendiliginden montaj (self-assembly) mekanizmasi,
bilim adamlarinin ilgisini ¢ekmektedir. Kendiliginden montaj, dogal hayatin
icinde ayn1 anda farkli yerlerde meydana gelmektedir. Inorganik ve organik
molekiiller kompleks yapilart meydana getirecek sekilde kendiliginden bir araya
gelerek daha biiyiikk ve kompleks yapilart olusturmaktadir. Bu olusumlarin
yapilarinin  belirlenmesi, biyolojik fonksiyonlarmmin belirlenmesi i¢in bir
gerekliliktir. Dogal olusumlara 6rnek olarak, hemoglobin, fosfolipit membranlari,
sitoiskelet (mikrotiibiil, aktin), membran kanallari, kollajen ve kazein miselleri
verilebilir. Dogada oldugu gibi nanoboyuttaki bilim ve nanoteknoloji asagidan
yukar1t (bottom-up) yaklasimiyla sentezi, yukaridan asagiya (top-down)
yaklagima tercih etmektedir. Calismalar, dogadaki asagidan yukari (bottom-up)
yaklagimini taklit ederek, farkli kullanim alanlar1 igin, yeni ve farkli yapilarin
olusturulmasini amaglamaktadir (Graveland-Bikker and de Kruif, 2006).

Alfa-laktalbumin siit proteini Bacillus licheniformis’ten elde edilen Glu-X
ve ASP-X baglarina spesifik, serin proteazla proteolizi sonucu kendiliginden
montaja egilimli hale geldigi bildirilmistir (Ipsen et al., 2001). Mikrometre
uzunlugunda tiibiiler yapilar, notral pH’da uygun katyonla muamele sonucu
olusturulmaktadir ~ (Graveland-Bikker et al., 2004). Alfa-laktalbumin
nanotiiplerinin 323 K de Bacillus licheniformis’ten elde edilen serin proteazla
hidrolizi ile olusabilecegi bildirilmis ve katyon olarak kalsiyum eklenmesinin

tizerinde durulmustur (Graveland-Bikker et al., 2006).

Kalsiyum konsantrasyonu arttik¢a kendiliginden montaj kinetiginin arttig1
ancak, jellesme siiresinin azaldigi goriilmistir. R=1.5 mol Ca/ mol alfa-
laktalbumin’de gelisigiizel yapida, bulanik jeller olusmakta, R=1.5-6 mol Ca/mol
alfa-laktalbumin arasinda ince lifli ags1 yapidaki tliplerden olusan yari saydam jel
yap1 ortaya ¢ikmaktadir. Daha yiiksek kalsiyum konsantrasyonlarinin ise, tiibiiler
yapinin olugsumunda olumsuz etki gosterdigi, sekilsiz (amorf ) yapmin ortaya
ciktigr saptanmistir. 50 °C’de 20 saat inkiibasyon ve 30 dakika oda sicakliginda
dengeye getirilen %4 BLP (Bacillus licheniformis proteaz) igeren R=3 mol Ca/
mol alfa-laktalbumin’deki % 3 (w/w) alfa-laktalbuminin seffaf yapida jel
olusturdugu jelin seffafligin1 ortaya ¢ikaran lifsi yapinin Transmisyon Elektron
Mikroskobu’nda gozlendigi bildirilmistir (Graveland-Bikker et al., 2004). Statik
151k dagilimi ve dar agili X-1s1nlar1 dagilimi ile nanotiip olusumu kinetigi zamana
bagli olarak Ol¢iilmiistiir. Nanotiipiin dis ¢apin 20 nm ve i¢ ¢apin dig ¢apinin 1/3’1
kadar oldugu bulunmustur (Graveland- Bikker et al., 2004). Bu dl¢iimler Dar agili



X-1sinlar1 dagilimi (Small-angle X-ray scattering) ve Statik 11k dagilimriyla (Static
light scatterring) desteklenmistir (Graveland-Bikker et al., 2006).

Farkli iyonlarin nanotiip olusumuna etkisi incelendiginde, yiiksek alfa-
laktalbumin konsantrasyonunda (30 g/l) olusan agregasyonun jellesmeye neden
oldugu saptanmustir. Al”, Ca™, Mn"?, Zn™ varhginda saglam seffaf jel yapismin,
Ba, Cu™, Mg" varliginda ise zayif bulanik jellerin olustugu belirlenmistir. Ca™
varliginda ¢ap1 20 nm, i¢ boslugu 8 nm olan nanotiiplerin olustugu, Mn"™
varliginda ise benzer yapilarin olustugu ancak nanotiiplerin biraz daha diiz ve
daha fazla kesisme noktasina (kinks) sahip oldugu saptanmustir. Zn™ varhginda 3
noktadan baglanti olugsmustur. Nanotiipiin duvar kisminda ise deliklerin
bulundugu, nanotiip duvarlarinin kivrildigi ve nanotiip ¢capinda farkliliklar oldugu
gozlenmistir. Al” ile olusturulan nanotiiplerin ise, Ca™ ile olusturulanlara
benzedigi, Cu’® varliginda ise olusan tiibiller yapilarin yogun bir sekilde
kiimelendigi belirlenmistir. Mg™ ise nanotiip olusumunu indiiklemeyip, rasgele
agregasyon olusumuna neden olmustur. Bu rasgele agregasyonlar, 5 nm
kalmhiginda fibril benzeri yapilardan olusmustur. Ba™’de de benzer sonuglar elde
edilmig, muhtemelen fibril benzeri yapilardan olusan, rasgele agregatlar
olugmustur (Graveland-Bikker, 2005).

2.2 Nanotiip Olusum Mekanizmasi:

Nanotiip olusum mekanizmasi asagidaki basamaklarla agiklanabilmektedir
(Ipsen and Otte, 2007).

1.basamak- konformasyon (bi¢imin) kararsiz hale gelmesi.:

Manomerik peptidler tahminen beta-tabakalarindaki yigilmalarla dimerleri
olusturmaktadir. Muhtemelen spesifik olmayan hidroliz sonucu, alfa-
laktalbuminin dogal yapisi degiserek, peptidlerde konformasyonel (bi¢im)
degisiklikler olmakta, bu da monomerler arasindaki beta-tabaka olusumlarina
imkan tanimaktadir.



2.basamak-¢ekirdek olusumu:

Dimer bloklar1 doygunluk konsantrasyonuna ulastiginda, 5 blok iceren kritik
¢ekirdek olugmaktadir. Zamanla bu ¢ekirdek dar ve uzun hale gelmektedir. Stabil
bir ¢ekirdek olusumu i¢in, Ca™ gibi uygun bir katyon varligina ihtiya¢ vardir.
Ca™ katyonunun, biiyilk ihtimalle farkli bloklardaki karboksilatlar arasinda,
molekiiller aras1 (inter molekiiler) tuz kopriilerinin olusumunda rol oynadigi

diistiniilmektedir.
3.basamak-nanotiiplerin dar ve uzun hale gelmesi:

Nanotiiplerdeki ¢ekirdegin uzamasi, dimerlerin biiyliyen tiiplere ardarda
baglanmasiyla saglanmaktadir. Ca™ 2. basamaktaki gibi bir davramis bigimi
gostererek, dimerler arasinda molekiiller arast tuz kopriileri olusumuna
katilmaktadir.

Sekil 2.2.1’de peptitlerin kendiliginden bir araya gelerek olusturdugu

laminant yap1 ve daha sonra nanotiip olusumu gosterilmistir.
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Sekil 2.2.1. Peptitlerin kendiliginden bir araya gelmesi ile nanotiip olusumu (Rajagopal and
Schneider, 2004).

2.3 Alfa-laktalbumin Nanotiiplerinin Avantajlar:

Oncelikle alfa-laktalbumin nanotiipleri, yiiksek goriiniis ozelligi ve
dayanikliligindan dolay1 viskozite arttirici ajan olarak etkilidir. Genel olarak linear
yapilar, {Uriiniin viskozitesini artirmada randimanli ingrediyentlerdir. Bundan
dolayi, triiniin viskozitesini arttirma sadece tiibiiler yapilarla sinirli kalmayip,

diger uzun ve dayanikli-sert linear agregaratlarda da goriilmektedir. Alfa-
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laktalbumin nanotiiplerinin yiiksek protein yogunlugundan dolayi, viskoziteyi
arttirmada alternatif olarak gorev yapabilecegi lizerinde durulmaktadir. Alfa-
laktalbumin nanotiiplerinden olusan jellerin, es konsantrasyonda diger
proteinlerden olusan jellere gore, daha dayanikli oldugu saptanmistir. Bundan
dolay1 alfa-laktalbumin nanotiipleri, jellesme ajani olarak gorev yapabilmektedir.
Ozel uygulamalarda istenen bir dzellik olan jel formasyonunun geri doniisiimlii
olmasi, jelin seffaf olmasi, kontrollii olarak (6rnegin pH degerini asidige
kaydirarak, jel yapisi kirilabilir) jelin parcalanmasi alfa-laktalbumin nanotiipleri

ile saglanabilmektedir (Graveland-Bikker and de Kruif, 2006).

I¢c bosluga sahip alfa-laktalbumin nanotiipleri, ilaclar veya vitamin, enzim
veya enkapsiile bilesikleri koruma veya maskelemek igin bir ara¢ olarak
kullanilabilirler. Son yillarda enkapsiile ingrediyentlerin, dogru yere dogru
zamanda salimimi ilag ve gida endiistrisinin ilgisini ¢ekmektedir. Son 10 yilda
birgok mikroenkapsiilasyon teknigi gelistirilmistir. Gelisen nanoteknoloji
uygulamalariyla, enkapsiilasyon da nanoboyuta inmekte, nanoenkapsiilasyona
dogru kaymaktadir. Nanoboyuttaki ornekler olarak, lipit bazli kapsiiller veya
lipozomlar, virilis-protein kapsiilleri veya siklodekstrinler verilebilir. Alfa-
laktalbuminin i¢ bosluga sahip olmasi ve kontrollii olarak parcalanabilmesinden
dolayi, enkapsiile ajani olarak kullanim potansiyeli bulunmaktadir (Graveland-

Bikker and de Kruif, 2006).

Son zamanlarda, katyonik lipozom-mikrotiibiil kompleksinden agik veya
kapali uclu nanotiipler yapilmaktadir. Kontrollii salimm uygulamalart igin,
nanotiiplerin lipidlerle basliklar1 acilip, kapatilabilecegi ortaya konmustur.
Nanotiipiin tanimlanmig yapisi, nanotiipiin digsindaki 6zellikleri degistirmeye,
spesifik bir molekiile tutunmaya veya i¢ bosluk kosullarin1 ayarlamaya, 6rnegin
enkapsiile materyalin baglanacagi yiikii degistirerek baglanmasina olanak

saglamaktadir (Graveland-Bikker and de Kruif, 2006).

Sekil 2.3.1.’de alfa-laktalbumin nanotiip olusumu goriilmektedir (Ipsen et
al., 2007).
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Proses sommy, alfa-laktalbanimin ilk konsantrasyomm ve kalsiyn warh@mna baghdar,

alfa-laktalbormimm =30 gL oldugu konsantrasyon ve kalsyyom § alfa-laktalbamun oram = 1.5%a l. wolla
nanotiipler ohyar, Alfa-laktalbamin konsantrasyorm = 530 gL oldofunda ise, 2. yolla lineer fibriller obapar.

Sekil 2.3.1. Alfa-laktalbumin’den nanotiip eldesi (Ipsen et al., 2007)

Alfa-laktalbumin siit proteini oldugundan, gida ve ila¢ uygulamalarinda
kullanimi kolaydir. Onceki ¢alismalarda, alfa-laktalbumin inek siitiinden %99.8
saflikta ya ultrafiltrasyon ve kromotografi ile elde edilerek (Graveland-Bikker et
al., 2006) ya da peynir alt1 suyu proteini izolat1 olarak temin edilerek (Ipsen et al.,
2001) kullanilmistir. Alfa-laktalbumin nanopartikiilleri ile enkapsiilasyonun
yonteme gore degismekle birlikte yaklasik % 70-80 verimle elde edilen
mikroenkapsiile materyallere alternatif olusturacagi ongoriilmektedir (Chen et al.,
2006).

Alfa-laktalbumin siit proteininin 100 °C’de 5 dakika 1s1ya maruz kaldiginda
denature olabilecegi bilinmektedir (Metin,1999). Alfa-laktalbumin nanotiiplerinin
ise, farkli kosullarda stabil oldugu bildirilmistir. Ornegin pastorizasyon islemi

(72 °C- 40 saniye) sirasinda alfa-laktalbumin nanotiiplerinin stabil kaldigi,
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transmisyon elektron mikroskobuyla yapilan gozlemde de 1s1 uygulanmayan
ornekle hicbir fark ortaya ¢ikmadig goriilmistiir. Liyofilizasyon sirasinda da alfa-
laktalbumin nanotiiplerinin dayanikli oldugu belirtilmistir (Graveland-Bikker and
de Kruif, 2006) Bu veriler, genelde tahrip edici olarak bilinen gida isleme
kosullarina kars1 alfa-laktalbumin nanotiiplerinin dayanikli ve kullanilabilir

oldugunu gostermektedir.

2.4 Alfa-laktalbumin Izolasyonu:

Alfa-laktalbumin  izolasyonu islemlerinde, c¢esitli  materyallerden
yararlanilmaktadir. Siit, peynir alt1 suyu, peynir alti1 suyu izolati, peynir alt1 suyu

konsantrat1 kullanilan materyallerdir.

Siitten alfa-laktalbumin izolasyonu isleminde, kazein ve yag Onislemlerle
uzaklastirllmaktadir. Peynir alti suyuna amonyum siilfat ekleyerek, yapilan
protein c¢oktiirmesinden sonra elde edilen sivi kisim, anyon degistirici
kromotografiden gegirilerek, beta-laktoglobulin uzaklastirilmis, alfa-laktalbumin
ve s1g1r serum albuminin de birbirinden jel filtrasyon kromotogrofisi (Sephadeks

G-50) ile ayrilmas1 saglanmistir (Neyestani et al., 2003).

Hahn et al., (1998) yaptiklar1 calismada, siitten yag ve kazeini ayirdiktan
sonra, pH’1 4.7°e ayarlamis S-Sepharose FF, S-Hyper D-F ve Fractogel EMD
SO3-650(S) kolonlariyla katyon degistirici kromotografi yontemini uygulayarak,

peynir alt1 suyu proteinlerinin birbirinden ayrilmasini saglanmstir.

Muller et al., (1999) peynir suyunda yaptiklar1 ¢alismada, alfa-laktalbumini
efektif bir sekilde izole etmek icin  siirekli, kesikli ultrafiltrasyon veya

diyafiltrasyon yontemlerini farkli calisma kosullarinda uygulamislardir.

Konrad and Kleinschmidt, (2008) peynir alti suyundan alfa-laktalbumin
izolasyonunu gerceklestirmek i¢in, 150 kDa cut-off membran kullanarak
ultrafiltrasyon, tripsin hidrolizini takiben 10 kDa cut-off membran kullanarak
ultrafiltrasyon uygulamiglardir. Diyafiltrasyon islemi sonras1i 1sil islem
uygulamuslar ve sprey kurutucuda kurutarak %90-95 saflikta alfa-laktalbumin elde

etmislerdir.



14

Alomirah and Alli, (2003) alfa-laktalbumini izole etmek ig¢in, peynir alti
suyu, peynir altt suyu protein izolati ve peynir alti suyu protein konsantrati
kullanmiglardir. Islem alfa-laktalbuminin pH 3.9’un altinda zayif kalsiyum
baglama kapasitesine, ortamdaki tuz konsantrasyonuna, diisiik pH’da beta-
laktoglobulin ¢oziiniirliigline ve kalsiyumun selatlama ajani olma etkilerine bagh
olarak ortaya ¢ikan destabilizasyon ve kalsiyum igcermeyen alfa-laktalbumin
fraksiyonunun ¢oktiiriilmesine dayanmaktadir. Bu yontemle alfa-laktalbumin
safligi pH ayarlamasi yapilmadan %83-90, pH ayarlamasi1 yapildiginda ise, %68-

73 olarak saptanmustir.

2.5 Nanoteknoloji ile Uretilen Gidalarin Giivenilirligi:

Bugiine kadar nanoteknolojinin yararli etkilerinden bahsedilirken,
(eko)toksikolojik etkilerinden bahsedilmemistir. Nanopartikiil bazli {irlinlerin
tilkketiciye ulagimi, nanopartikiillerin biyolojik sistemlere potansiyel reaktif
etkilerinin arastirilmasini gerektirmektedir. Son c¢alismalar, nanopartikiillerin
biyolojik sistemler iizerine toksikolojik etkileri olabilecegini riskini ortaya
koymustur. Nanogidalarin potansiyel risk orani yiiksekken ve market raflarinda
yerlerini almigken, bilimsel temele dayali diizenleyici yasalarin ortaya konmasinin
biiyiik bir gereklilik oldugu belirtilmektedir (Bouwmeester et al., 2009).

Cizelge 2.5.1°de gida {iretim zincirinde nanoteknoloji uygulamalari

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.5.1. Gida iiretim zincirinde nanoteknoloji uygulamalar1 (Bouwmeester

et al., 2009)

Serbest
G;::las;il:;tgﬁ Uygulama Nanoteknoloji Fonksiyon Itlzl?:tl:;l;;liﬁ:‘l:;::
olasihg:
Zirai iiretim Nanosensorler Gidalar tizerine | Mikroorganizmalari +
nanosprey baglar ve renk farklilig: ile
belirlenmesi
Nanosensorler Elle tutulan cihazlar Bulaganlarin, -
mikotoksinlerin ve
mikroorganizmalarin
belirlenmesi
Pestisitler Nanoemiilsiyonlar, Artan etki ve suda | ++
enkapsiilasyonlar ¢oziiniirlik
Pestisitler Nanoenkapsiillerin Lokal salinim ++
salinimi
Su saflastirma Nanoporlarla filtrasyon | Patojen / bulasanin | -
ayrilmasi
Toprak temizleme Nanopartikiiller Bulasanlarin ayrilmast | -/ +
katalizleme /oksidasyonu
Uretim / Gida | Gida iiretimi Nanoseramik cihazlar Biiyiik reaktif yiizey alan -/ +
isleme
Buzdolab, Cogunlukla glimilg, | Antibakteriyel kaplama -/+
depolama tanklari, | bazen ¢inko oksitin
gida hazirlama | oldugu nanoboyuttaki
ekipmanlari partikiillerin
birlestirilmesiyle
Saklama Gida iiriinleri Nanoboyutta giimils | Antibakteriyel etki ++
spreyler
Ambalaj Birlesik sensorler Gidada istenmeyen | -/+
materyalleri kokunun belirlenmesi
Ambalaj Birlesik nanopartikiiller | Bariyer ozelliklerinin ve | -/+
materyalleri materyallerinin
dayanikliligimm
arttirilmasi
Ambalaj Birlesik aktif | Serbest oksijen baglama | -/+
materyalleri nanopartikiiller ve patojenlerin geligsimini
6nleme
Fonksiyonel Besin destekleri / | Kolloidal metal | Metalin yiiksek oranda | +/+
gida tiiketimi katkilar nanopartikiiller alinmasi gerekliliginde
Besin destekleri / | Nanokiimeler halinde | Koruma ve igerigi tagima +/+
katkilar tagima
Besin destekleri / | Nanoboyutta /| Yiksek oranda alinmasi | +/+
katkilar kiimelenmis gida / | gerekliliginde

icecekler (besin 6geleri)

173K13

: Nanoteknolojinin gidayla temas1 bulunmamaktadir.

“. /4" : Uretim sirasinda gidayla temasi bulunmakta ancak nanopartikiilliin tiiketiciyle direk
temasi beklenmemektedir.

“+ /++” : Nanopartikiil tiiketiciye ulasan tirtine direk eklenmektedir.
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Miihendislik bilimiyle olusturulan nanopartikiillerin, kiigiik boyutlari,
fizikokimyasal 6zellikleri, kimyasal kompozisyonlar1 ve ylizey yapilari nedeniyle
farkli yeni Ozelliklere sahip olduklarindan, beklenmeyen toksikolojik etkilere
sahip olabilecekleri belirtilmistir. Risk belirleme metodolojisini gelistirmek igin,
nanoteknolojinin gidalarda uygulanmasinda, yasal diizenlemelerin uygulamaya
konmas1 gerekliligi lizerinde 6nemle durulmaktadir. Bu noktadan hareketle risk
yonetimi, gida matriksinde nanopartikiilleri saptayacak analitik cihazlarin
gelistirilmesi, doz-yanit iligkisinin belirlenmesi, nanopartikiillerin kinetik ve
toksikolojik Ozelliklerinin arastirilmasi, satisa sunulmus nanopartikiil iceren
iriinlerin tahmini tiiketim miktarlarinin belirlenmesi yolunda c¢alismalarin hiz

kazanmasinin 6nemi vurgulanmaktadir (Bouwmeester et al., 2009).

Bu caligmada, peynir alt1 suyundan nanotiip olusturulmasi hedeflenmistir.
Bu amagla peynir alt1 suyundan serum proteinlerini elde etmek amaciyla en uygun
protein ¢oktiirme yonteminin secilmesi, ¢oktiiriilen peynir alti suyu proteininden
alfa-laktalbuminin izolasyonu, izole edilen alfa-laktalbumin fraksiyonunun
saflastirilmast ve daha sonra nanotiip olusturulmasi planlanmistir. Ayrica izole
edilen alfa-laktalbumin fraksiyonundan nanopartikiil olusturulmasi ve model
molekiil Brillant Blue kullanarak nanopartikiillerin enkapsiilasyon kapasitesinin
saptanmasi ile enkapsiile Brillant Blue molekiiliiniin model sindirim sisteminde

geri saliniminin belirlenmesi amaglanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Hammadde

Arastirmanin materyalini olusturan tath peynir suyu, Pinar Siit Uriinleri San.

ve Tic. A.S’den temin edilmistir.

3.1.2 Kimyasal Malzemeler

Sodyum sitrat S-1804, Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride,
alpha, alpha, alpha-Tris(hydroxymethyl)-methylamin>=% 99.8 (Cat:25,285-9)
pepsin P7000, pankreatin P-1750, lipofilik Sephadeks LH-20, bromfenol mavisi
B5525 ve elektroforez marker1t M3913 (Low range mw 6500-66000 Da) Sigma

Aldrich firmasindan temin edilmistir.

Sodyum kloriir 71378, Coomassie Brilliant Blue R-250 27816 ve
elektroforez marker1 69810 (Molecular weight marker for proteins)  Fluka

firmasindan temin edilmistir.

Kalsiyumkloriir—dihidrat, 1.02382.1000, Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
6345.1000 , amonyum siilfat Art 1216 Merck firmasindan temin edilmistir.

Alcalaz 2.4 L FG Novozyme firmasindan temin edilmistir.

Disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat Iso (10039-32-4) Carlo Erba

Reagent firmasindan temin edilmistir.

Etanol (8462), Sitrik asit monohidrat (2064) ve hidroklorik asit 6081

J.T.Baker firmasindan temin edilmistir.
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3.1.3 Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre: Bradford Tayini’yle alfa-laktalbuminin saflastirilmasi,

enkapsiilasyon kapasitesi ve in vitro sindirim asamalariin kontroliinde Varian

Cary 50 UV-Vis spektrofotometre cihazi kullanilmistir.

Calkalamali Su Banyosu: Alfa-laktalbuminin saflastirilmasi asamasinda,

insan sindirim sisteminin modellenmesinde ve nanotiip yapiminda Clifton ve

Memmert WN 37-45 marka calkalamali su banyolar1 kullanilmistir.
pH metre: Alfa-laktalbuminin saflagtirllmasi asamalarinda, sindirim
sisteminin modellenmesinde, ¢o6zelti hazirlama sirasinda pH ayarlamasi igin

Sartorius PB-U marka pH metre kullanilmisgtir.

Tiip Kanstirici: Alfa-laktalbuminin saflagtirilmasi asamalarinda homojen

karigim saglanmasi amaciyla Niive NM 110 marka tiip karigtirict kullanilmistir.

Santrifiij: Alfa-laktalbumin saflagtirilmasi asamalarinda Thermo Scientific
[EC CL31R Multispeed cihazi kullanilmistir.

Manyetik Karistirici: Diyaliz, in vitro sindirim, enkapsiilasyon kapasitesi

asamalarinda Stuart CC162 cihaz1 kullanilmistir.

Diyaliz Tiipti: Alfa-laktalbumin izolasyonunda Spectra/Por molecular
porous membrane tubing MWCO:6-8,000 kullanilmistir.

Ultrafiltrasyon cihazi: Sartoflow Slice 200 Benchtop Crossflow System

cihazi kullanilmistir.

Ultrafiltrasyon membranlari: Ultrafiltrasyon islemi sirasinda Sartocon Slice
200 polyether sulfone membranlarin 30MW, 10 MW cut off olanlan

kullanilmistir.
Liyofilizatér: HETOSICC GF-765 marka liyofilizator kullanilmistir.

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM): Nanotiiplerin TEM ile

goriintiilenmesi Anadolu Universitesi Bitki Ila¢ ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi
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(AUBIBAM)’dan hizmet alimi ile FEI Tecnai Biotwin G2 sipirit 120 Kv cihaz ile
gergeklestirilmistir.

3.2 Yontem

Tiim denemeler 2 tekrar 2 paralel olarak gerceklestirilmistir.

3.2.1 Alfa laktalbumin izolasyonu i¢in uygulanacak protein ¢oktiirme

yonteminin secilmesi

Peynir alt1 suyundan alfa-laktalbumin izolasyonu i¢in uygulanacak protein
coktiirme yontemine ait deneme plam1 Sekil 3.2.1°deki prosediire gore

olusturulmustur. Deneme planinda yer alan analizler agagida agiklanmustir.
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Peynir alt1 suyu

—

Protein tayini (Kjehldal
yontemi)

A 4

Yagm ayrilmasi (8°C, 10000 x
g, 15 dak

A 4

Yag1 uzaklastirilmig peynir alt1 suyu

v

Proteinin ¢oktiiriillmesi

h 4

[zoelektrik noktada ¢oktiirme

h 4

SDS-Page analizi

!

Protein tayini (Bradford
yontemi)

A

Organik ¢ozgenle
coktiirme

A

SDS-Page analizi

!

Protein tayini (Bradford yontemi)

A 4

fyonik siddeti artirarak
coktiirme

A 4

SDS-Page analizi

!

Protein tayini (Bradford yontemi)

Sekil 3.2.1. Alfa-laktalbumin izolasyonu igin uygulanacak ¢oktiirme yonteminin segilmesi
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3.2.1.1 Protein tayini

Kjehldahl Yontemi: Baslangicta alinan peynir alti suyunun protein igerigi

Kjehldahl yontemi ile saptanmigtir

Bu yontem gidadaki azotun biiyiikk ¢ogunlugunun proteinlerde bulundugu
noktasindan hareketle, azot miktarmin belirlenmesine dayanmaktadir. Ornekteki
azot katolizor ve siilfirik asit varliginda amonyum siilfat olarak tutulmakta ortama
eklenen sodyum hidroksit ile a¢iga ¢ikan amonyak borik asitle reaksiyona girerek
amonyum tetraborat olarak tutulmaktadir. Amonyum tetraboratin hidroklorik asit
ile titrasyonunu takiben Ornekteki protein miktari, asagidaki formiile gore
hesaplanir (Kamizake et al., 2003).

% Protein =[( (S-Sksr) XFucr % 0.0014 x 6.25 x 100) / Ornek miktar1 (g)]

S: Sarfiyat (ml)

Sker : KOr ¢ozeltiye ait sarfiyat (ml)

Fycr: Hidroklorik asidin faktori

Bradford Yontemi: SDS-Page analizini takiben elde edilen oOrneklerin

protein miktar1 Bradford yontemine gore saptanmistir (Haris and Angal, 1995).

Bu yontem uygun kosullarda proteinlerin asidik ve bazik gruplarinin organik
boya ile birleserek renkli ¢ozelti olusturmasi esasina dayanmaktadir. Boyanin
baglanmasi ile maksimum absorbans 465 nm’ den 595 nm’ ye kaymakta ve bu
dalga boyunda boya ile proteinin olusturdugu mavi renkli kompleksin absorbansi
Olciilmektedir. Analizde 100 uL 6rnek tizerine 2 ml Bradford reaktifi eklenmis ve
10 dakika oda sicakliginda inkiibasyondan sonra deiyonize suyla hazirlanmig kore

kars1 595 nm’ de absorbansi 6l¢iilmiistiir.

3.2.1.2 Yagin ayrilmasi

Peynir alt1 suyundan yagin uzaklastirilmasi i¢in peynir alt1 suyu 8 °C, 10000
x g’de 15 dakika santrifiij edilmistir (Schlatterer et al., 2004). Siitte bulunan
kazeinin biiylik bir kismi peynir yapimi sirasinda ¢okerek peynirin kuru

maddesinin 6nemli bir kismini1 olusturmaktadir. Bununla birlikte az miktarda
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kazein ve sigir serum albumini proteinlerinin peynir suyuna ge¢cme olasiligi goz
onlinde bulundurulmalidir. Genelde kazein siitte yag ile birlikte lipoprotein
yapisinda bulundugu i¢in uygulanan santrifiij islemi ile peynir alti suyunda iz

miktarda bulunan kazeininin de uzaklagtirilmasi hedeflenmistir.

3.2.1.3 Proteinin ¢oktiiriilmesi

Peynir altt suyu proteininin ¢oktiliriilmesi amaciyla izoelektrik noktada
coktiirme, iyonik siddeti arttirarak (salting out) c¢oktlirme, organik c¢ozgen
kullanarak ¢oktlirme islemleri denemis ve en yiiksek protein verimini saglayan
yontem ve/veya yontemler calismanin sonraki asamasi olan alfa-laktalbumin

izolasyonunda protein ¢oktiirme asamasinda kullanilmak iizere secilmistir.

Izoelektrik noktada ¢dktiirme (IC): Protein molekiiliiniin yiizeyi hem pozitif

hem negatif yiiklerle kaplidir. Her proteinin kendisine 6zgli olan izoelektrik
noktasinin (pl) tlizerindeki pH degerlerinde, yiizey baskin olarak negatif yiikle
yiklidir ve negatif yiiklii gruplar birbirini iterler. pI” nin altindaki pH
degerlerinde ise yiizey pozitif yiiklenir ve yine yiiklii gruplar birbirini iterler. pl
civarinda negatif ve pozitif yiikler birbirine esittir ve zit ylikler birbirini ¢eker. Bu
noktada molekiillerin birbirine uyguladigi elektrostatik ¢ekim sonucunda ¢okelti
olusur. Baslangi¢c pH’1 5.76 olan peynir alt1 suyunun pH’s1 glasiyer asetik asit ve 6
N sitrik asit ile 4.2’ye (alfa-laktalbuminin izoelektrik noktasi) ayarlanmigtir. Daha
sonra 10000 x g’de, + 4°C’de, 15 dakika siireyle santriflij uygulanmis ve elde
edilen ¢okelti 1 ml 50 mM fosfat tamponunda (pH 7.01) ¢6ziilmiis, vortekslenmis
ve farkli oranlarda seyreltildikten sonra Bradford ydntemiyle protein tayini

yapilmistir (Haris and Angal, 1995).

Iyonik siddeti arttirarak coktiirme (Notral tuzlarla coktiirme) (IAC): Bu

yontemde temel olarak proteinin yilizey hidrofobik 06zelliginden yararlanilir.

Hidrofobik gruplar baskin olarak protein molekiiliiniin i¢ kisminda, bir kism ise
yiizeyde gruplar halinde yer almaktadir. Sisteme tuz eklendiginde su
molekiillerinin tuz iyonlarin1 ¢ézmesine bagli olarak su molekiilleri protein
molekiiliinden uzaklasmakta ve hidrofobik bdlgeler agiga ¢cikmaktadir. Bir protein
molekiiliindeki hidrofobik bolge diger molekiildeki hidrofobik bolge ile etkilesime
girmekte ve bir araya gelerek topaklanma olugmaktadir. En yaygin kullanilan tuz
amonyum siilfattir. Amonyum siilfatin hangi konsantrasyonda kullanilacagi

proteinin ozelliklerine baghdir. Istenen doygunluga ulasmak icin cozeltiye
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eklenmesi gereken amonyum siilfat miktar1 ilgili tablolardan (Ek 1) yararlanarak

bulunmaktadir.

Proteaz gibi enzimlerin inaktivasyon riskini azaltmak icin, islem genelde
+ 4 °C’de yapilmistir. Yagi uzaklastirilmis peynir altt suyuna %35 ve %80
doygunluk konsantrasyonuna karsilik gelen (NH4),SOs manyetik karistiriciyla
karistirma devam ederken yavas yavas eklenmistir. Ekleme iglemi bittikten sonra
60 dakika daha karistirma devam etmistir. Daha sonra 10000 xg’de, +4 °C’de, 20
dakika santriflij uygulanmis ve olusan ¢okelti 50 mM fosfat tamponuyla (pH 7.01)
¢Oziiliip, vortekslenmistir. Tuzu uzaklastirmak amaciyla +4 °C’de distile suya
kars1 diyaliz uygulanmis ve diyalizden sonra elde edilen 6rnek farkli oranlarda
seyreltildikten sonra Bradford yontemiyle protein tayini yapilmistir (Haris and
Angal, 1995).

Organik ¢o6zgenle c¢oktiirme (OC): Protein ¢ozeltisine organik ¢dzgen

eklenmesi dielektrik sabitinin diismesine ve ¢oziiniirliiglin azalmasina neden
olmaktadir. Proteinin ¢oziiniirliigiiniin azalmasima bagli olarak elektrostatik
¢ekimle protein molekiilleri bir araya gelerek topaklanma olusmakta ve izoelektrik
pH’da protein ¢okmektedir. Biiyilk molekiil agirligina sahip proteinler diisiik
konsantrasyondaki organik ¢ozgenlerde kiiciik molekiil agirligina sahip

proteinlere gore daha kolay ¢cokmektedirler (Haris and Angal, 1995).

Yag1 uzaklastirilmis peynir alti suyuna organik ¢ozgen olarak aseton
eklenmis (1:1, w/w) ve +8 °C’de, 10000 x g’de, 5 dakika siireyle
santrifiijlenmistir. Cokelti 50 mM fosfat tamponuyla (pH 7.01) ¢oziliip,
vortekslenmis ve Bradford yontemiyle protein tayini yapilmistir (Haris and Angal,
1995).

3.2.1.4 SDS-Page analizi

Elektroforez, molekiil yapisinin analizi ve bilesiklerin ayirt edilmesi
amactyla kullanilan ve her bir bilesenin elektrik alandan etkilesim farkliliklar
nedeniyle farkli hareket hizlarina sahip olmalar1 prensibine dayali bir yontemdir.
Jel elektroforezi ise niikleik asit, proteinler gibi makromolekiillerin biiytikliik,
eletriksel ylik ve diger fiziksel Ozelliklerine gore ayrilmalarmi saglayan bir
yontemdir. Amino asitler, peptitler, proteinler, niikleotidler ve niikleik asitler

izoelektrik pH’lar1 (pl) disinda bir pH’ya sahip cozeltilerde, iyonize olabilen
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gruplar halinde bulunurlar. Bu gruplar net yiiklerine gore katot veya anoda dogru
goc ederler ve boylece tanimlama gergeklestirilir. Elektroforetik ayirma molekiil
buytkligiiyle alakali olarak efektif molekiil ¢apina baglidir. Proteinler molekiil
agirliklarina gore ayrilirlar (Haris and Angal, 1995).

Cozeltiler

1.5 M Tris-HCI tamponu (pH.8.8): 18.15 g Tris baz, 50 ml deiyonize suda
cozillip, 6N HCI ile pH. 8.8’e¢ ayarlanmis, deiyonize suyla 100 ml’e

tamamlanmuistir.

0.5 M Tris-HCI tamponu (pH.6.8): 6 g Tris baz, 60 ml deiyonize suda
cozillip, 6N HCI ile pH. 6.8’¢ ayarlanmis, deiyonize suyla 100 ml’e

tamamlanmuistir.

Akrilamid/bisakrilamid ¢ozeltisi: 7.4 g akrilamid ve 0.2 g bisakrilamid
toplam hacim 25 ml olacak sekilde deiyonize suda ¢oziilmiis ve gaz giderme

islemi yapilmistir.

% 10 (w/v) sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi: 10 g SDS deiyonize

suyla 100 ml’ye tamamlanmustir.

% 10 Amonyum perstilfat (APS) ¢ozeltisi: 100 mg APS 1 ml deiyonize suda

¢Ozlilmiistiir.

%15’lik ayirma jeli (Resolving gel): 2.4 ml deiyonize su, 5 ml akrilamid /
bisakrilamid ¢ozeltisi ve 2.5 ml 1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) kullanilmigtir. %15°1ik
jele yapilan gaz giderme islemini (15 dakika) takiben, 100 pl %10’luk SDS, 50
ul %10’luk APS ve 5 ul TEMED (tetramethyethylenediamine) eklenmistir.

%4’lik yiikleme jeli (Stacking gel): 6.1 ml deiyonize su, 1.3 ml
akrilamid/bisakrilamid ¢ozeltisi, 2.5 ml 0.5 M Tris-HCI pH 6.8 karisimina
uygulanan gaz giderme iglemini (15 dakika) takiben, 100 ul %10’luk SDS, 50 ul
%10’luk APS ve 10 ul TEMED eklenmistir.

Elektrolitik yiiriitme tamponu: Bu tamponun hazirlanmasi igin, 3.03 g Tris
baz, 144 g glisin ve 1 g SDS tartilmig ve deiyonize suyla 100 ml’ye

tamamlanmustir.
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Yiiriitme tamponu: 50 ml elektrolitik yiirtitme tamponu (pH 8.3) deiyonize

suyla 500 ml ‘ye tamamlanmustir.

Coomasie Brilliant Blue R-250 ¢ozeltisi: 0.625 g Coomasie Brilliant Blue
R-250’e¢ 112.5 ml metanol, 112. 5 ml deiyonize su ve 25 ml glasiyer asetik asit

eklenmistir.

% 0.5 (w/v) bromfenol mavisi: 0.5 g Bromfenol mavisi deiyonize suyla 100

ml’e tamamlanmaistir.
Ornek tamponu: 3.55 ml deiyonize su, 1.25 ml 0.5 mM Tris-HCI (pH 6.8),
2.5 ml gliserol, 2 ml %10’luk SDS ve 0.2 ml % 0.5’lik bromfenol mavisi bir

araya getirilerek hazirlanmistir.

Boya giderici ¢ozelti(destain): 5 ml metanol iizerine 12.5 ml asetik asit

eklenmis ve hacim distile suyla 100 ml’ye tamamlanmistir.

Ornek hazirlama

Ornek:tampon orani 2:1 (50 ul érnek + 25 pl érnek tamponu) olacak sekilde
hazirlanmistir.  Jele yiiklenecek Orneklerin  protein  konsantrasyonlarinin
birbirinden ¢ok farkli olmamasina dikkat edilmistir. Hazirlanan 6rnekler 2 dakika

kaynayan su banyosunda tutulmustur.

SDS-Page jel elektroforezi analizinin yapilisi:

2 tabaka arasina ist ¢izgiye 1 cm kalana kadar ayirma jeli dokiilmiis ve
tizerine saf su eklenmistir. Mobil ¢izgisi olusana kadar (yaklasik 45 dakika)
beklendikten sonra tabakalar arasindaki su siiziilmiis, tarak yerlestirilmis ve
ylikleme jeli eklenmistir. Jelin donmasi i¢in 1 saat kadar beklenmis ve bu siire
sonunda taraklar ¢ikarilmustir. Ornekler ve protein marker: (Sigma M3913 veya
Fluka 69810) jele yiiklendikten sonra 100 V, 500 MW kosullarinda elektroforez
islemi (Biorad veya Thermo elektrofez) gerceklestirilmistir. Elektroforeze zemine
0.5 cm kalana kadar (girisim olmamasi i¢in) devam edilmistir. Daha sonra
cihazdan alinan jel tabaka Coomasie R-250 ¢dzeltisine batirilmistir. Jel bu ¢ozelti
icerisinde 45 rpm calkalama hizinda 2 saat bekletilmistir. Coomasie R-250
c¢ozeltisinden ¢ikarilan jele, boya giderici ¢ozelti eklenmis ve 2-3 kere yikanmustir.
Daha sonra jelin fotografi ¢ekilmis ve Rf degerinden bantlarin molekiil agirliklar

belirlenmistir.
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3.2.2 Peynir alti suyundan alfa-laktalbumin izolasyonu

Peynir alt1 suyundan alfa-laktalbuminin izolasyonu Sekil 3.2.2.1.’de verilen

deneme planina gore gergeklestirilmistir.

3.2.2.1 Proteinin ¢oktiiriilmesi

Alfa-laktalbumin izolasyonunda kullanilacak protein ¢oktiirme yontemleri,
Sekil 3.2.1°de yer alan deneme planinin uygulanmasini takiben elde edilen protein
verimlerine gore belirlenmistir. IC ve IAC (% 80 doygunlukta) yontemlerine ek
olarak izoelektrik noktada iyonik siddeti artirarak c¢oktiirme (IIAC) yontemi

kullanilmustir.

Izoelektrik noktada iyonik siddeti artirarak ¢oktiirme (IIAC): Yag
uzaklagtirilmis peynir alti suyunun pH’s1 6 N sitrik asitle 4.2’ye diisiiriilmiis ve
35°C’de 45 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon tamamlaninca % 35 veya % 80

doygunluga ulasacak konsantrasyonda (NH4),SO4 eklenmis ve buzlu su

banyosunda 45 veya 90 dakika manyetik karistirici ile karistirilmistir.

3.2.2.2 Alfa-laktalbumin fraksiyonunun eldesi

Alfa-laktalbumin fraksiyonu eldesinde Alomirah and Alli, (2004) tarafindan
Onerilen yontem kullanilmistir (Sekil 3.2.2.2.1.). Ancak protein ¢oktiirme
yontemleri olarak IC, IAC (% 80 doygunlukta) ve [IAC (% 35 ve % 80
doygunlukta) kullanilmistir.
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Yag1 uzaklastirilm

13 peynir alt1 suyu
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fyonik siddeti artirarak
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Jel filtrasyon kromatografisi
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Elde edilen fraksivonlarda alfa-laktal
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Sekil 3.2.2.1. Peynir alt1 suyundan alfa-laktalbumin izolasyonu

Alfa-laktalbumin fraksiyonunun eldesi
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Peynir alt1 suyu

(pH 5.70)
\ 4 A v
ic IAC [AC
v A
% 35 % 80
doygunlukt doygunlukt
v v v
Santrifiij (10000 x g,

Santrifiij (5000 x g, +

4°C, 30 dakika)

Santrifiij (10000 x g,
+4°C, 20 dakika)

+4°C, 20 dakika)

A 4

A 4

A 4

A

% 7’lik NaCl ¢ozeltisi ile vorteksleme

A 4

Santrifiii (10000 x g, + 4°C, 20 dakika)

A 4

Cokelti

A 4

4
Cokelti Sivi Cokelti Sivi Cokelti Sivi
kisim kisim kisim
5 L
Atilir > Atilir Atilir

0.1 M CaCl, ¢ozeltisivle coziindiirme ve vorteksleme

A 4

Santrifiij (10000 x g, + 4°C, 20 dakika)

A 4

Cokelt

i

A

4

0.1 M CaCl, ¢ozeltisiyle ¢oziindiirme ve
vorteksleme

A 4

1 M NaOH ile pH ayarlama (pH 7.5)

A 4

Santrifiii (10000 x g, +4°C, 20 dakika)

A 4

A 4

Cokelti

—

Atilir

Sivi kisim

A 4

Sivi kisim

A 4

Diyaliz (+ 4°C’de
distile suya karsi)

v

Alfa-laktalbumin fraksiyonu
(pH ayarlanmamus), (FrA)

Diyaliz (+ 4°C’de distile

suya kars1)

A

Alfa-laktalbumin fraksiyonu
(pH ayarlanmis), (FrA-pH)

Sekil 3.2.2.2.1. Peynir alt1 suyundan alfa-laktalbumin fraksiyonunun eldesi
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3.2.2.3 Jel filtrasyon kromotografisi

3.2.2.2.1.’de verilen yontemle elde edilen alfa-laktalbumin fraksiyonundaki
olas1 safsizliklarin  giderilmesi amaciyla jel filtrasyon kromatografisi
uygulanmistir. Jel filtrasyon kromatografisi Boyer (2000) tarafindan belirtilen
yonteme gore gerceklestirilmistir.

Kolonun hazirlanmasi: Kolon dolgu maddesi olarak lipofilik Sephadedeks

L-20 kullanilmistir. 2.5 x 30 cm boyutlarindaki cam kolon gece boyunca
deiyonize suda (+ 4°C) bekletilerek sismesi saglanmis Sephadeks L[-20 ile
doldurulmus ve daha sonra kolondan 0.02 M Tris-HCI tamponu (pH 7.0)

gecirilmistir.

Ornegin kolona uygulanmasi: Sekil 3.2.2.2.1.’de elde edilen drnek (2-5 ml)
kolondan gecis hiz1 0.085-0.17 ml/dak olacak sekilde kolona yiiklenmis ve 0.02 M
Tris-HCI (pH 7.0) tamponu (15-40 ml) ile elue edilmistir. Eluat 2’ser ml’lik
fraksiyonlar halinde ayr1 ayr1 toplanmustir.

3.2.2.4 Alfa-laktalbuminin saflik derecesinin saptanmasi

Jel filtrasyon kromatografisini takiben elde edilen fraksiyonlardaki alfa-
laktalbuminin saflik derecesini saptamak amaciyla her fraksiyonun 280 nm dalga
boyundaki absorbansi belirlenmistir. Kor ¢ozelti olarak 0.02 M Tris-HCI (pH 7.0)
tamponu kullanilmistir. 280 nm’deki absorbansi (Ajgonm) > 0.2 biiyiik olan
fraksiyonlarin 260 nm (Azsonm) Ve 290 nm (Azoonm) dalga boylarindaki
absorbanslar1 tespit edilmistir. Azeonm / A29onm degerinin > 1.35 olmasi alfa-
laktalbuminin yeterli saflikta oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilmistir
(Boyer 2000).

3.2.2.5 Azeonm / Azoonm degeri > 1.35 olan fraksiyonlarin protein

miktariin saptanmasi

Azéonm / Azgonm degeri > 1.35 olan fraksiyonlarin protein miktarlarinin
belirlenmesinde UV  bolgede absorbans Olgiilmesi  prensibine  dayali
spektrofotometrik yontem kullanilmistir (Haris and Angal, 1995). Bu ydntem
cogu proteinin, tirozinin fenolik grubu ve triptofanin indol grubuna baglh olarak

280 nm’ de maksimum absorbans vermesine dayanmaktadir. Protein ¢dzeltisinin
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absorbansi 280 nm’de ve 260 nm’de Ol¢iilmiis ve asagidaki denklemden

yararlanilarak protein miktar1 belirlenmistir.

Protein (mg/mL) = (1.55 % Ag0nm) — (0.76 X Az60nm)
Ajgonm: Ornegin 280 nm’de okunan absorbansi

Asonm: Ornegin 260 nm’de okunan absorbansi

3.2.3 Konsantre peynir alti suyundan alfa-laktalbumin izolasyonu

Peynir alti suyundan alfa-laktalbumin izolasyonu asamasinda elde edilen
diyalizatlarin protein konsantrasyonunun 28g/I’nin altinda olmas1 (nanotiip elde
etmede kullanilacak protein konsantrasyonundan diisiik) nedeniyle peynir alti
suyunun ultrafiltrasyonla konsantre edilmesi ve alfa-laktalbuminin konsantre
peynir alt1 suyundan izole edilmesi planlanmustir. Ultrafiltrasyonla konsantre etme
islemi Konrad et al., (2008) ve Almecija et al., (2007)’ye gore gerceklestirilmistir.
Ultrafiltrasyon isleminde peynir alt1 suyu once, 30 MW cut-off polyether stilfon
membrandan gegirilerek 5 kat konsantre edilmistir. Elde edilen fraksiyon (MA<30
kDa), 10 MW cut-off membrandan gegcirilerek 5 kat daha konsantre edilmistir.
Elde edilen bu fraksiyon, peynir altt suyu proteinlerinden alfa-laktalbumin
(MA=14.2 kDa) ve beta-laktoglobulini (MA=18.2 kDa) iceren fraksiyondur.
Konsantre peynir alti suyundan alfa-laktalbumin izolasyonunda Sekil 3.2.2.1°de
verilen deneme plani kullanilmistir. Protein tayini UV bolgede absorbans alinarak

gerceklestirilmistir.

3.2.4 Nanotiip eldesi

Peynir alt1 suyundan izole edilen alfa-laktalbumin molekiiliinden nanotiip
elde etmek i¢in Graveland-Bikker (2005) tarafindan onerilen prosediir izlenmistir
(Sekil 3.2.4.1.). Bu amagla baslangic materyali olarak konsantre edilmis peynir
altt suyu kullanilmistir. Alfa-laktalbumin izolasyonunda protein ¢oktiirme
asamasinda izoelektrik noktada iyonik siddeti artirarak (%80 doygunlukta)
coktiirme ile en yiiksek protein verimi elde edildigi i¢in nanotiip eldesinde bu
yontemle elde edilen diyalizat kullanilmistir. Kalsiyum molekiilii, nanotiip olusum
mekanizmasinda iki karboksil grubu arasinda tuz kopriilerinin olusmasini
saglamaktadir. Bu nedenle {i¢ farkli mol kalsiyum/mol alfa-laktalbumin oraninin

(2.263, 3.0 ve 4.0) nanotiip olusumuna etkisi aragtirilmistir.
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'

Alcalaz enzimi (50 pl)

5 ml CaCl,.2H,0
(mol kalsiyum/mol alfa-
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v
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laktalbumin orani: 3.0)

v
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Oda sicakliginda bekletme
(30 dak)

'

Inkiibasyon (50°C,48 sa)

. v

Oda sicakliginda
bekletme (30 dak)

v
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' .
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Liyofilizasyon

Sekil 3.2.4.1. Nanotiip eldesi

Liyofilizasyon
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3.2.4.1 Nanotiip goriintiillemesi

Elde edilen nanotiiplerin transmisyon elektron mikroskopu ile
goriintiilenmesi Anadolu Universitesi Bitki Ilag ve Bilimsel Arastirmalar
Merkezi’nde (AUBIBAM) hizmet alimu ile gergeklestirilmistir.

3.2.5 Nanopartikiil olusturulmas1 ve enkapsiilasyon Kkapasitesinin

saptanmasi

Alfa-laktalbumin nanopartikiilleri, nanoenkapsiilasyonda kullanilmak {izere
Dreis et al (2007) tarafindan Onerilen yonteme gore olusturulmustur.
Ultrafiltrasyonla konsantre edilmis peynir altt suyunun molekiil agirligi 10 KDa<
MA< 30 KDa olan fraksiyonundan izoelektrik noktada iyonik siddeti artirarak
coktiirme (% 80 doygunlukta) ile izole edilen alfa-laktalbumin fraksiyonu
kullanilmistir. Enkapsiilasyon kapasitesinin saptanmasinda, model molekiil olarak
Brilliant Blue (BB) kullanilmistir. Diyaliz sonrasinda elde edilen diyalizattan 3 ml
alinmis, iizerine 1 ml Brillant Blue ¢ozeltisi (0.03 mg/ml) eklenmis ve 2 saat
siiresince sabit karistirma hizinda (600 rpm) manyetik karistirict kullanilarak
karistirllmistir. Karisima 3 ml etanol eklenerek nanopartikiil olusumu saglanmis
ve ¢apraz baglanmay1 saglamak amaciyla 153 pl glutaraldehit ¢ozeltisi (%8’1ik)
eklenmistir. Oda sicakliginda 24 saat karistirmayi takiben 13000 x g’ de 30 dakika
(+4 °C) santrifiij islemi uygulanmistir. Elde edilen siipernatantin 570 nm dalga
boyunda absorbansi saptanmistir. Kor ¢ozelti olarak Brillant Blue haricinde diger
kimyasallarin karigimi (glutaraldehit + su + etanol) kullanilmistir. Siipernatant
kismindaki Brillant Blue konsantrasyonu ile baslangicta eklenen Brillant Blue
konsatrasyonu arasindaki farktan yola c¢ikarak enkapsiilasyon kapasitesi asagidaki

formiile gére hesaplanmistir.
EK=[(B —.ES) / B] x100
EK= Enkapsiilasyon Kapasitesi
B= Baslangi¢ BB konsantrasyonu

ES= Enkapsiilasyon sonrasi Brilliant blue konsantrasyonu
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3.2.6 Enkapsiile Brilliant Blue molekiiliiniin in vitro kosullarda geri

salimmminin (release) saptanmasi

Enkapsiile Brilliand Blue molekiiliiniin mide ve ince bagirsak kosullarinin
modellendigi in vitro kosullarda geri salinimi Chen and Subirade (2005)
tarafindan Onerilen yonteme gore gerceklestirilmistir. Yontem kisaca asagida

Ozetlenmistir.

3.2.5.’te elde edilen pelet (nanoenkapsiile BB) 4 ml 0.1 N HCI eklenerek bir
behere alinmustir. Beher igerigi, 37 °C’ de 10 dakika manyetik karistiricida
karistirildiktan sonra ¢alkalamali su banyosuna (37 °C, 90 vurus/dakika, vurus
uzunlugu 15 mm) alinmistir. Hidrolizi baslatmak i¢in 0.05 ml pepsin ¢ozeltisi (1
mg pepsin/ml, 0.1 N HCI) eklenmis ve hidroliz tamamlanincaya kadar 30 dakika
calkalamali su banyosunda tutulmustur. 30 dakikanin sonunda pH 1 M NaOH’le
7.5’e ayarlanarak mide sindirimi sona erdirilmis ve 0.2 ml fosfat tamponu (0.5 M,
pH 7.5) eklenmistir. Ince bagirsak sindiriminin baslamasi i¢in, fosfat tamponu ile
hazirlanmig (0.02 M, pH.7.5) 0.05 ml pankreatin ¢ozeltisi (10 mg/ml) eklenmis ve
hacim saf su ile Sml’ye tamamlanmistir. Karigim ¢alkalamali su banyosunda (37
°C, 90 vurug/dakika, vurus uzunlugu 15 mm) 6 saat inkiibe edilmistir. 6 saat
sonunda elde edilen karigim 10.000 x g’de 30 dakika (4°C) santrifiij edilmis ve

stvi kisimin 570 nm dalga boyunda absorbansi belirlenmistir.

Hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir.

% SA = (S /N) x 100

% SA = Brillant Blue molekiiliiniin % salinimi

S= In vitro sindirim sonrasi elde edilen sivi kisimdaki Brilliant Blue

konsantrasyonu

N= Nanopartikiil Brilliant Blue konsantrasyonu (B- ES)

3.2.7 istatistiksel analiz

Analizler sonucunda elde edilen veriler arasinda farklilik olup olmadigi
varyans analizi (ANOVA) ile saptanmis ve farklilik SPSS for Windows (Version
10.0) paket programi kullanilarak % 95 giliven aralifinda Tukey testi ile

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Alfa-laktalbumin izolasyonu Icin Uygulanacak Coktiirme
Yonteminin Secilmesi

Peynir alti suyunun protein igerigi (Kjelhdal yontemiyle) 8.9 g/1 + 0.01
olarak saptanmistir. Alomirah and Alli, (2004) yaptiklar1 ¢alismada kullanilan
peynir alti suyu protein igerigini 8.6 g/l olarak saptamislardir. Lucena et al.,
(2007) yaptiklar calismada kullandiklart peynir alt1 suyu toplam protein miktarini
HPLC yontemiyle, 4.8 g/l olarak saptamiglardir. Sekil 4.1.1°de peynir alt1 suyu
proteininin iyonik siddeti artirarak coktiiriilmesi (% 80 doygunlukta) ile elde

edilen protein fraksiyonlar1 goriilmektedir.

Standart marker IAC % 80 doygunlukta

Sigir serum albumini

Beta-laktoglobulin

Alfa-laktalbumin

s

Sekil. 4.1.1. Peynir alt1 suyunun SDS-Page jel elektroforezi ile saptanan protein fraksiyonlar1

Peynir altt suyunun protein fraksiyonu standart protein marker1 ile
karsilagtirildiginda peynir alti suyunda sigir serum albumini, beta-laktoglobulin ve

alfa-laktalbumin bulundugu belirlenmistir.

Alfa laktalbumin izolasyonunda uygulanacak protein ¢oktiirme yonteminin
belirlenmesi amaciyla peynir alti suyuna uygulanan farkli protein ¢oktiirme

yontemlerinin protein verimine etkisi Cizelge 4.1.1°de gosterilmistir
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Cizelge 4.1.1. Degisik ¢oktliirme yontemlerinin protein verimine etkisi

Coktiirme Yontemleri Protein Miktar: (mg/ml) *
[zoelektrik noktada g¢oktiirme 1.951+£0.12°
dC)

Organik c¢ozgenle c¢oktlirme 8.880 +0.62 "
(00)

Iyonik  siddeti  arttirarak 0.543 +0.08 ¢
¢oktiirme (IAC)

(%35 doygunlukta)

yonik  siddeti  arttirarak 8.163+0.85"
¢oktiirme (IAQ)

(%80 doygunlukta)

* - Ortalama + SD

“0¢ giitunlardaki farkli harfler istatistiksel olarak farkliligi gostermektedir

(p<0.05).

Cizelge 4.1.1’den goriildiigii gibi OC ve IAC (%35 doygunlukta)
yontemleri diger iki yonteme gore (IC ve IAC %80 doygunlukta) en yiiksek

protein verimini saglamistir (p<<0.05).

4.2 Peynir Alt1 Suyundan Alfa-Laktalbumin izolasyonu
4.2.1 Proteinin ¢oktiiriilmesi

Peynir alt1 suyundan alfa-laktalbumin izolasyonunda farkli protein ¢oktiirme
ydntemlerinin protein verimi {izerine etkisi Cizelge 4.2.1.1.’de gdsterilmistir. IC,
IAC (%80 doygunlukta) ve IIAC (% 80 doygunlukta) yontemleri ile elde edilen
protein verimlerinin benzer oldugu saptanmistir (p>0.05). Bu yontemler arasinda
en yiiksek protein verimi IIAC (%35 doygunlukta) yontemiyle elde edilmistir
(p<0.05). Alomirah and Alli (2004), peynir suyundan izoelektrik ¢oktiirme ile
izole ettikleri pH ayarlamasi yapilmamis alfa-laktalbumin fraksiyonunun protein
icerigini %28.8, pH’s1 7.5’e ayarlanmis alfa-laktalbumin fraksiyonunun protein
icerigini ise, %18.7 olarak saptanmuslardir. Calismamizda, IIAC yéntemiyle (%35
ve %80 doygunlukta) elde edilen fraksiyonun protein igerigi ise sirasiyla %20.46

ve %14.07 olarak saptanmustir.
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Cizelge 4.2.1.1. Alfa-laktalbumin izolasyonu asamasinda uygulanan farkli protein

coktlirme yontemlerinin protein verimine etkisi

Coktiirme Yontemleri Protein Miktar1 (mg/ml) *
Izoelektrik noktada ¢oktiirme 0.1022 +0.04*
Iyonik siddeti arttirarak ¢oktiirme 0.1311 +0.0009*
(%80 doygunluk )
Izolektrik noktada iyonik siddeti 0.2046 + 0.02°
arttirarak ¢oktiirme (%35
doygunlukta)
Izolektrik noktada iyonik siddeti 0.1407 + 0.002*
arttirarak ¢oktiirme (%80
doygunlukta)

" : Ortalama + SD

a,b

stitunlardaki farkli harfler istatistiksel olarak farkliligi gdstermektedir
(p<0.05).

Peynir alti suyundan alfa-laktalbumin izolasyonunda kullanilan farkli
protein ¢oktiirme yontemleri ile elde edilen diyalizatlarin (alfa-laktalbumin igeren)
protein fraksiyonlar1 SDS-Page jel elektroforezi ile belirlenmistir (Sekil 4.2.1.1).

Standart - - —
marker IC IAC (% 80 HAC (% 80

doygunlukta) doygunlukta)
\._fﬁ‘\-
g MY
| "‘! -

v
S18ir serum N
albumini
Beta-
laktoglobulin >
Alfa- _ﬁ
laktalbumin ——

Sekil. 4.2.1.1 Peynir alt1 suyuna uygulanan farkli ¢oktiirme yontemleri ile elde edilen protein

fraksiyonlari
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Sekil 4.2.1.1°den goériildiigii gibi IC ve IAC yontemi ile elde edilen
diyalizatlarda sigir serum albumini, beta-laktoglobulin ve alfa-laktalbumin
fraksiyonlar1, IIAC yontemi ile elde edilen diyalizatta ise sadece alfa-laktalbumin
fraksiyonu bulunmaktadir. SDS-Page jel elektroforez sonuglari nanotiip elde
etmede en uygun protein c¢oktiirme ydnteminin IIAC (% 80 doygunlukta)

oldugunu gostermistir.

4.2.2 Alfa laktalbumin fraksiyonunun eldesi

Sekil 3.2.2.2.1’de wverilen prosediir ¢ercevesinde protein c¢oktiirme
asamasinda IC ve IIAC (%35 ve %80 doygunlukta) yéntemleri kullamilarak alfa
laktalbumin iceren diyalizatlar elde edilmistir. Diyalizatlarda bulunan alfa-
laktalbumin fraksiyonunun saflastirilmasi amaciyla diyalizatlara jel filtrasyon

kromatografisi uygulanmistir.

4.2.3 Jel filtrasyon kromotografisi

IC ve 1IAC protein ¢oktiirme ydntemleri kullanarak elde edilen diyalizatlar
jel filtrasyon kromotografisi ile, hacim 2 ml olacak sekilde fraksiyonlarina
ayrilmistir.  Cizelge 4.2.3.1.°de fraksiyonlarin 280 nm’deki absorbanslar

gorlilmektedir. Fraksiyon numaralar1 kolondan ¢ikis sirasina gore verilmistir.

Cizelge 4.2.3.1. Jel filtrasyon kromotografisi ile elde edilen fraksiyonlarin 280 nm
dalga boyundaki absorbans (A) degerleri

Ornek Fraksiyon no Ortalama (A;gonm)
1 0.1277 £ 0.0004"
IC 2 0.1762 + 0.0002
3* 0.4442 £ 0.0002
4* 0.3961 + 0.0003
1* 0.7338 £ 0.0087
ITAC 2% 0.3013 £ 0.0004
(%35 doygunlukta) 3% 0.3059 £ 0.0047
4* 0.2252 £ 0.0007
5 0.1751 + 0.0005
6 0.1158 +0.0003
- 1* 0.9544 £ 0.0078
ITAC 2 0.1643 +0.0001
(%380 doygunlukta) 3 0.2469 + 0.0001
4 0.3709 + 0.0004
5 0.3985 + 0.0001

? Ortalama + SD, “*” isaretli fraksiyonlarda alfa-laktalbumin saflik derecesi saptanmustur.
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4.2.4 Fraksiyonlarin protein konsantrasyonu ve alfa-laktalbuminin

saflik derecesi

Cizelge 4.2.3.1°de “*” ile igaretli fraksiyonlarin protein konsantrasyonlari ve
alfa-laktalbumin saflik  dereceleri saptanmistir (Cizelge 4.2.4.1). Jel
kromatografisinden elde edilen fraksiyonlarin protein konsantrasyonlari
degerlendirildiginde protein ¢oktiirme yontemi olarak IIAC (% 80 doygunlukta)
kullanim1 ile elde edilen diyalizatin kolondan gecirilmesini takiben alinan 2.
fraksiyonunun en fazla protein konsantrasyonuna sahip oldugu goriilmiistiir.
Ancak bu fraksiyondaki alfa laktalbuminin saflik degeri < 1.35 oldugu igin
(1.0796 £+ 0.0618) nanotlip yapiminda uygun baslangi¢ materyali olmayacagi
belirlenmistir. Kolondan gegen ve absorbans > 0.2 olan fraksiyonlar arasinda
sadece 1IAC (% 35 doygunlukta) yontemi kullamlarak elde edilen diyalizatin
kolondan ilk olarak alinan fraksiyonunun alfa laktalbumin saflik degeri > 1.35
oldugu i¢in (1.3698 £ 0.0230) nanotiip eldesinde kullanilabilecek en uygun
fraksiyon olarak degerlendirilmistir.

Nanotiip eldesinde etkili olan bir diger faktor protein konsantrasyonudur.
Elde edilen protein konsantrasyonu degerlerine gore, uygulanan tiim ¢oktiirme
yontemleriyle nanotiip yapimi i¢in gerekli 28 g/l protein konsantrasyonuna
ulasabilmek i¢in, ¢ok fazla miktarda peynir suyunun isleme tabi tutulmasi
gerektigi belirlenmistir. Bu nedenle peynir alti suyu ultrafiltrasyonla konsantre
edilmisgtir.



Cizelge 4.2.4.1. 280 nm dalga boyunda A > 0.2 olan fraksiyonlarin protein konsantrasyonu (PK) ve alfa-laktalbumin (a-L) saflik derecesi
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Fraksiyon As80nm A260nm A290nm PK o-L saflik derecesi

No (mg/ml) A260/ A290
iC 0.4442 +0.0002* 0.5038 +0.0009 0.3782 +0.0003 | 0.3035 +0,0032 1.3321 £ 0,0035
Fraksiyon 3
iC 0.3961 £+ 0.0002 0.4423 + 0.0002 0.3332 +£0.0004 | 0.2778 = 0,0002 1.3273 £0.0011
Fraksiyon 4
IAC (%35 doygunlukta) | 0.7338 +0.0087 0.7000 + 0.0194 0.5107 £ 0.0075 | 0.6057 = 0.0026 1.3698 + 0.0230
Fraksiyon 1
IIAC (%35 doygunlukta) | 0.3013 +0.0004 0.3500 + 0.0027 0.2618 +£0.0019 | 0.2011 £0.0025 1.3370 £ 0.0201
Fraksiyon 2
IHAC (%80 doygunlukta) | 0.9544 +0.0078 0.0387 £ 0.0027 0.0358 £ 0.0005 | 1.4499 £0.01 1.0796 £ 0.0618

Fraksiyon 1

# Ortalama + SD
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4.2.5 Konsantre peynir alti suyundan alfa-laktalbumin izolasyonu

Uygulanan izolasyon yonteminin peynir alti suyundan alfa-laktalbumin
eldesinde etkili oldugu saptanmistir. Ancak tiim fraksiyonlar i¢in elde edilen
protein konsantrasyonunun 28 g/I’nin altinda olmasi nedeniyle peynir alti1 suyuna
ultrafiltrasyon uygulanmis ve molekiil agirligt MA < 10 kDa ile 10 kDa<MA< 30
kDa olan iki fraksiyondan alfa-laktalbumin izole edilmis ve saflastirilmistir.

Cizelge 4.2.5.1.°de bu fraksiyonlarin protein konsantrasyonlar1 goriilmektedir.

Cizelge 4.2.5.1. Ultrafiltrasyon 6ncesi ve sonrasi protein konsantrasyonlari

Fraksiyon Adi Protein Konsantrasyonu* (mg/ml)
Orijinal peynir suyu 10.105+0.07°
MA<10 kDa 5070 +0°
10 kDa<MA<30 kDa 3.695+0.07°

* : Ortalama = SD

0 farkly harfler istatistiksel farkliigi gostermektedir (p<0.05).

Islem uygulanmamis peynir alti suyunun protein konsantrasyonu 10.105
mg/ml olarak saptanmistir. Protein konsantrasyonu, MA < 10 kDa olan
fraksiyonda 5.07 mg/ml ve 10 kDa<MA< 30 kDa olan fraksiyonda 3.695 mg/ml
olarak saptanmistir. Cizelge 4.2.3.1°den goriildiigii gibi baslangictaki peynir
suyunun protein konsantrasyonu MA < 10 kDa ve 10 kDa<MA<30 kDa olan
fraksiyonlarin protein konsantrasyonundan yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bu
farklilik peynir suyunda MA> 30 kDa olan protein fraksiyonunun varligini
gostermektedir. Bir diger aciklama ise ultrafiltrasyon sirasinda ayrilan yag ile
birlikte bir kisim proteinin (genellikle lipoprotein yapisinda immunoglobulinler ve
kazein yer almaktadir) uzaklastirilmis olma olasihigidir. izole etmek istedigimiz
alfa-laktalbuminin, 10 kDa<MA< 30 kDa olan fraksiyonda bulundugu, daha sonra
bu fraksiyondan alfa-laktalbumin izolasyonu ile elde edilen diyalizata SDS-Page
analizinin uygulanmasi ile ortaya konmustur. Ayrica 10 kDa<MA< 30 kDa
fraksiyonuna uygulanan alfa-laktalbumin izolasyonu asamasi sonrasinda elde
edilen diyalizatin protein konsantrasyonu (1.4759 + 0.0056 mg/ml) olarak
saptanmustir. Bu deger ultrafiltrasyon uygulamadan elde edilen diyalizatin protein
konsantrasyonundan (0.1407+ 0.002) yaklasik 10.49 kat yiiksektir (p<0.05).

Ultrafiltrasyon sonrasinda elde edilen 10 kDa<MA< 30 kDa fraksiyonuna
peynir alt1 suyuna uygulanan protein ¢oktiirme yontemleri (IC, IIAC %35 ve %80
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doygunlukta) uygulanmistir. IC ve IIAC (%35 doygunlukta) yontemleri ile elde
edilen diyalizata uygulanan jel filtrasyon kromatografisi sonucunda alinan
fraksiyonlarm higbirinde A>0.2 saptanmamustir. [IAC (% 80 doygunlukta)
prosediirii ile FrA-pH (Sekil 3.2.3) fraksiyonu elde edilmis ve bu fraksiyona
uygulanan jel filtrasyon kromatografisi ile kolondan 11 fraksiyon alinmistir. Her
fraksiyonunun protein konsantrasyonlar1 ile alfa-laktalbumin saflik dereceleri

Cizelge 4.2.5.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2.5.2. Peynir alti suyunun 10 kDa<MA< 30 kDa fraksiyonuna
uygulanan IIAC (% 80 doygunlukta) yontemi ile elde edilen
FrA-pH fraksiyonunun protein konsantrasyonu (PK) ve alfa-

laktalbumin (a-L) saflik derecesi

Protein Alfa-laktalbumin

Fraksiyonlar A 280nm- konsantrasyonu * saflik derecesi”

(gM A260nm/ A290nm
Fraksiyon 1 0,0383 £ 0.0004 0,0260 + 0.0004 1,4933 +0.001
Fraksiyon 2 0,0475 + 0.0003 0,0325 +£0.0002 1,4706 +£0.017
Fraksiyon 3 0,0705 £ 0.0026 0,0464 £ 0.0018 1,4562 +0.007
Fraksiyon 4 0,0249 + 0.0001 0,0174 +£0.0001 1,3372 £ 0.023
Fraksiyon 5 0,0222 £+ 0.0004 0,0165 +0.0002 1,4057 =+ 0.008
Fraksiyon 6 0,0188+0 0,0133 +0.0001 1,3825 +£0.031
Fraksiyon 7 0,0464 + 0.0002 0,0282 +0.0002 1,6183 +0.009
Fraksiyon 8 0,1799 +0.0003 0,0832 +0.0003 2,1314 +0.001
Fraksiyon 9 0,4507 = 0.0001 0,1965 +0.0001 2,1801 £ 0.001
Fraksiyon 10 0,6384 +£0.0013 0,2599 £ 0.0010 2,4485 £ 0.022
Fraksiyon 11 0,6779 £ 0.0013 0,2819 +0.0012 2,3360 +0.001

. Ortalama £SD

4 No’lu fraksiyon disinda tiim fraksiyonlarda alfa-laktalbuminin yeterli
saflikta elde edildigi belirlenmistir. Bu sonu¢ SDS-Page jel elektroforezi ile de
dogrulanmigtir. Ultrafiltrasyon sonrasinda elde edilen 10 kDa<MA<30 kDa
fraksiyonuna uygulanan IIAC (% 80 doygunlukta) yontemi ile elde edilen
diyalizatin SDS-Page analizinde sadece alfa-laktalbumin piki verdigi saptanmistir
(Sekil 4.2.5.1).

Alomirah and Alli, (2004) FrA fraksiyondaki alfa-laktalbumin safliginin
%83-90, FrA-pH fraksiyondaki alfa-laktalbumin safliginin ise % 68-73 arasinda

degistigini saptamiglardir.
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Sekil 4.2.5.1. Ultrafiltrasyon sonrasinda elde edilen 10 kDa<MA<30 kDa fraksiyonuna uygulanan
[IAC (% 80 doygunlukta) yéntemi ile elde edilen diyalizatin protein fraksiyonu

Konrad and Kleinschmidt, (2008) yaptiklar1 ¢alismada, ultrafiltrasyon ile
tath  peynir suyundan elde ettikleri alfa-laktalbumin fraksiyonunun
saflagtirilmasinda triptik sindirimin (tripsin hidrolizi) etkisini arastirmiglardir. Bu
yontemle %93 saflikta alfa-laktalbumin elde etmislerdir.

4.2.6 Nanotiip eldesi

Konsantre peynir alt1 suyundan izole edilen alfa-laktalbumin molekiiliinden
nanotiip eldesi Sekil 3.2.4.1°e gbre gergeklestirilmistir. Nanotiip olusumu {izerine
inkiibasyon siiresi ve Ca" konsantrasyonunun etkisi arastirilmistir. Farkli islem
kosullarinda elde edilen nanotiipler Sekil 4.2.6.1., 4.2.6.2., 4.2.6.3. ve 4.2.6.4.’de
goriilmektedir.

Nanotiip eldesi i¢in, inkiibasyon siiresi 20 saat, mol kalsiyum/ mol alfa-
laktalbumin orani 2.263 olan denemede alfa-laktalbumin nanotiipleri gozlenmistir
(Sekil 4.2.6.1.). Mol kalsiyum/ mol alfa-laktalbumin orani 3 ve inkiibasyon siiresi
48 saat olan oOrneklerde ve mol kalsiyum/ mol alfa-laktalbumin oram1 4 ve
inkiibasyon siiresi 48 saat olan orneklerde, protein agregatlarinin olustugu ve
nanotiip olusmadig1 saptanmistir. Bu sonucun, farkli Ca™ konsantrasyonlar: ve
inkiibasyon siiresinin, nanotiip olusumunu etkilemesinden kaynaklanabilecegi

diisiiniilmektedir. Benzer olarak Graveland-Bikker, (2005) ¢alismasinda, farkli
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kalsiyum konsantrasyonlarinin nanotiip olusumuna etkisini incelemistir. Kalsiyum
konsantrasyonu arttik¢a kendiliginden montaj kinetiginin arttigi ancak, jellesme
siiresinin azaldigr gorilmiistir. R=1.5 mol Ca/ mol alfa-laktalbumin’de
gelisigiizel yapida, bulanik jeller olusurken, R=1.5-6 mol Ca/mol alfa-laktalbumin
arasinda ince lifli ags1 yapidaki tiiplerden olusan yari saydam jel yapi ortaya
cikmistir. Daha yiliksek kalsiyum konsantrasyonlarinin ise, tiibiiler yapinin

olusumunda olumsuz etki gosterdigi, amorf yapinin olustugu saptanmistir.

Sekil 4.2.6.1. Inkiibasyon siiresi 20 saat, mol kalsiyum / mol alfa-laktalbumin oran1 2.263

kosullarinda elde edilen ve -40 °C’de depolanan orneklerdeki alfa-laktalbumin nanotiipleri
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Sekil 4.2.6.2. Inkiibasyon siiresi 20 saat, mol kalsiyum / mol alfa-laktalbumin orani 2.263

kosullarinda elde edilen ve liyofilize olarak depolanan 6rneklerdeki alfa-laktalbumin nanotiipleri
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Sekil 4.2.6.3. Inkiibasyon siiresi 48 saat, mol kalsiyum / mol alfa-laktalbumin oram 3 ve liyofilize

olarak depolanan drneklerdeki protein agregatlar
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Sekil. 4.2.6.4. Inkiibasyon siiresi 48 saat, mol kalsiyum / mol alfa-laktalbumin oran1 4 ve -40

°C’de depolanan 6rneklerdeki protein agregatlar



47

4.2.7 Nanopartikiil olusumu, enkapsiilasyon kapasitesi ve enkapsiile

Brillant Blue (BB) molekiiliiniin in vitro kosullarda geri salinim

Peynir alti suyundan ultrafiltrasyonla elde edilen 10 kDa<MA<30 kDa
fraksiyonu alfa-laktalbumin nanopartikiillerinin olusturulmasinda kullanilmisgtir.
Alfa-laktalbumin nanopartikiillerinin enkapsiilasyon kapasitesi ve model gastro-
intestinal sistemdeki davranisi incelenmistir. Nanopartikiillerin model molekiil
Brilliant Blue i¢in elde edilen enkapsiilasyon kapasiteleri ve BB molekiiliiniin in

vitro kosullarda geri salinimi Cizelge 4.2.7.1.”de gosterilmistir.

Cizelge 4.2.7.1. Alfa-laktalbumin nanopartikiillerin model molekiil Brilliant Blue
icin elde edilen enkapsiilasyon kapasiteleri ve in vitro kosullarda

geri salinimi

Peynir alti suyu Enkapsiilasyon In vitro salmm (%)
fraksiyonu kapasitesi (%)
10 kDa <MA<30 kDa 86.076 +2.87° 42.49 +10.18°

. Ortalama = SD

Alfa-laktalbumin nanopartikiillerinin enkapsiilasyon kapasitesi %86.076 =+
2.87 olarak saptanmistir. Model gastro- intestinal sistemde BB molekiiliiniin %
4249unun  ortama  geri  salindigt  belirlenmistir.  Alfa-laktalbumin
nanopartikiillerinin eldesi konusunda daha oOnce yapilmis bir c¢aligmaya
rastlanmamaktadir. Coziindiiriilme islemi (desolvation process) esas alinarak
caligmalar yapilmistir. Yapilan bir caligmada insan serum albumini kullanarak
nanopartikiil olugturma prosesinin optimizasyonu iizerine ¢alisilmistir (Dreis et
al., 2003). Baska bir ¢alismada ise, insan serum albumininden (HSA) ¢6ziindiirme
islemi ile nanopartikiil hazirlanmis ve enzimatik degredasyon incelenmistir
(Langer et al., 2008). Langer et al., (2003) yaptiklar1 calismada, insan serum
albumini (HSA) ile ¢6ziindiirtilme islemi kullanilarak nanopartikiil yapilmistir. Bu
calismada pH, ethanol ekleme hizi, HSA konsantrasyonu, gluteraldehit
konsantrasyonu, tampon konsantrasyonunun HSA zeta potansiyeli ve partikiil ¢ap1
tizerine etkileri incelenmistir. Chen et al., (2005) yaptiklar1 caligmada, beta-
laktoglobulin  nanopartikiiline, model molekiil olarak Brilliant Blue
enkapsiilasyonu ve in vitro sindirilirligi uygulamiglardir. Denature beta-
laktoglobulinin enkapsiilasyon kapasitesi % 22.3 olarak hesaplanmustir. In vitro

sindirilirligi incelendiginde, Brilliant Blue molekiiliiniin, sindirim enzimlerinin
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bulunmadigi durumda, mide kosullarinda % 25.6’sinin, bagirsak kosullarinda %
57.8’nin, ortama enzimler eklendikten 6 saat sonra ise; % 42.7’sinin geri salindig1

saptanmigtir.

Alfa-laktalbuminle yaptigimiz ¢aligmada ise, enkapsiilasyon kapasitesi beta-
laktoglobuline gore daha yiiksek, in vitro sindirilirligin ise beta-laktoglobulin ile

elde edilen verilere benzer oldugu goriilmektedir.

Ankola et al.,, (2007) yaptiklar1 ¢alismada, poly(lactide-co-gylcolide)
(PLGA) emiilsiyonu olarak hazirlanan nanopartikiil igerisine, Koenzim Q10
enkapsiile etmis ve verimi % 61-83 olarak saptanmigtir. Koenzim Q10’in
karboksimetil seliilloz (CMC) igerisinde silispansiyon halinde, bagirsak tarafindan
tutulmasi, erkek Sprague-Dawley ( SD) siganlarinda ¢alisilmis ve % 45, % 75, %

79 olarak hesaplanmustir.

Dreis et al.,, (2007) yaptiklart ¢alismada, insan serum albumini (HSA)
nanopartikiillerine, doxorubicin yiikleyerek, ilag etkinligini arastirmislardir.
Doxorubicin yiikleme kapasitesi %70-95 arasinda degisirken, doxorubicin yiiklii
nanopartikiillerin anti-kanser etkisinin, doxorubicinle karsilastirildiginda arttigi

saptanmistir.

Literatiirde alfa-laktalbumin nanopartikiillerinin sindirim sistemindeki

davranisiyla ilgili bir calismaya rastlanmamustir.

Ancak, daha Once yapilan bir ¢alismada, bir peynir alti suyu proteini olan
beta-laktoglobulin nanopartikiilleri ve kitozanla ¢alisilmis ve beta-laktoglobulinin
mide kosullarinda sindirimden etkilenmedigi, ince bagirsaga gectigi, degrade
oldugu ve tasidig1 biyoaktif bilesenlerin biyoyararhiliginin arttig1 in vitro
kosullarda belirlenmistir (Chen et al., 2006).
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5. SONUC

21. yiizyilin 6nemli iretim teknolojilerinden biri olan nanoteknolojinin
uygulama alanlar1 arasinda gida endiistrisi, en az yogunluga sahip alani
olusturmaktadir. Nanoteknolojinin gida alanindaki uygulamalarinin  heniiz
bebeklik doneminde oldugu vurgulanmaktadir. Bu nedenle gida alaninda
nanoteknoloji uygulamalarina yonelik yapilacak bilimsel arastirmalara biiyiik

Ol¢iide gereksinim duyulmaktadir.

Calismada, viskozite arttirici, jellesme saglayici ve enkapsiilasyon ajant
olarak kullanilabilecek olan alfa-laktalbumin nanotiiplerinin peynir altt suyundan
eldesi ve alfa-laktalbumin nanopartikiillerinin nanoenkapstiilasyon kapasitesi ile in

vitro sindirim sirasindaki davraniglart incelenmistir.

Bu amagla, ilk olarak peynir altt suyunun protein miktari (8.9 g/l £ 0.01)
saptanmistir. Peynir alt1 suyunun jel elektroforezi ile analizi sonucunda yapisinda
alfa-laktalbumin, beta-laktoglobulin ve sigir serum albumini proteinlerinin varlig

ortaya konmustur.

En fazla protein verimi saglayacak c¢oktlirme ydnteminin saptanmasi
amaciyla 3 farkl ¢coktliirme yontemi uygulanmis ve izoelektrik noktada ¢oktiirme,
iyonik siddeti arttirarak ¢oktiirme (%80 doygunlukta) ve izoelektrik noktada
iyonik siddeti arttirarak ¢oktiirme (% 80 doygunlukta) yontemleri ile elde edilen
protein verimlerinin benzer oldugu saptanmistir (p>0.05). Bu yontemler arasinda
en ylksek protein verimi izoelektrik noktada %35 doygunlukta tuz
konsantrasyonu ile iyonik siddeti arttirma yontemiyle elde edilmistir (p<0.05).
Calismada, izoelektrik noktada iyonik siddeti arttirarak yapilan ¢oktiirme
yontemlerinde (%35 ve %80 doygunlukta) elde edilen fraksiyonun protein igerigi
ise sirastyla %20.46 ve %14.07 olarak saptanmustir. IC ve IAC yontemi ile elde
edilen diyalizatlarda sigir serum albumini, beta-laktoglobulin ve alfa-laktalbumin
fraksiyonlar1, IIAC yontemi ile elde edilen diyalizatta ise sadece alfa-laktalbumin
fraksiyonu belirlenmistir. SDS-Page jel elektroforez sonuglari nanotiip elde
etmede en uygun protein ¢oktiirme yonteminin IIAC (% 80 doygunlukta)

oldugunu gostermistir.

Izoelektrik noktada ¢oktiirme, izolektrik noktada iyonik siddeti arttirarak
coktiirme (%35 ve %80 doygunlukta) yontemleri ile elde edilen diyalizatlardan

alfa laktalbumini saflagtirmak amaciyla uygulanan jel filtrasyon kromotografisi ile
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alinan fraksiyonlarin protein konsantrasyonlarinin nanotiip yapimi igin gerekli
protein konsantrasyonunun 28 g/ ’nin altinda oldugu belirlenmistir. Protein
konsantrasyonunu artirmak amactyla peynir suyuna ultrafiltrasyon uygulanmis ve
Ornegin protein konsantrasyonu 10.49 kat arttirllmistir. Molekiil agirligt MA < 10
kDa ile 10 kDa<MA< 30 kDa olan iki fraksiyondan alfa-laktalbumin izole edilmis
ve saflastirilmistir. Ultrafiltrasyon sonrasinda elde edilen 10 kDa<MA< 30 kDa
fraksiyonuna peynir alti suyuna uygulanan protein ¢oktlirme yoOntemleri
uygulanmistir. SDS-Page analizi sadece alfa laktalbumin piki veren ¢oktiirme
yonteminin izoelektrik noktada iyonik siddeti arttirarak (% 80 doygunlukta)
uygulanan yontem oldugunu gostermistir. Bu yoOntemle elde edilen alfa-
laktalbuminden nanotiip elde etmek icin farkli inkiibasyon siiresi ve mol kalsiyum
/ mol alfa-laktalbumin oram denenmistir. Inkiibasyon siiresi 20 saat ve mol
kalsiyum/ mol alfa-laktalbumin orani1 2.263 olan kombinasyonda alfa-laktalbumin

nanotiiplerinin olustugu gozlenmistir.

Peynir alt1 suyundan ultrafiltrasyonla elde edilen 10 kDa <MA<30 kDa
fraksiyonu  kullanarak  olusturulan  alfa-laktalbumin  nanopartikiillerinin
enkapsiilasyon kapasitesi ve model gastrointestinal sistemdeki davranisi
incelendiginde, enkapsiilasyon kapasitesinin % 86.076 + 2.87 oldugu, in vitro
sindirim sisteminde Brillant Blue molekiiliiniin % 42.49 £ 10.18 ‘nun sindirim

enzimlerinin aktivitesi sonucu ortama geri salindigi saptanmustir.
Bu ¢alismanin sonucunda,

e Nanotlip yapiminda jellesme ajam1 olarak kullanilan  Bacillus
licheniformis’ten elde edilen proteaza (BLP) alternatif olarak, ticari Alkalaz

enziminin kullanilabilecegi belirlenmistir.

¢ Elde edilen alfa-laktalbumin nanopartikiillerinin, fonksiyonel bilesenlerin

enkapsiilasyonunda kullanilabilecegi belirlenmistir.

e Alfa-laktalbumin nanopartikiilleri ile gerceklestirilen
nanaoenkapsiilasyonun, yonteme gore degismekle birlikte yaklasik %80 verimle
elde edilen mikroenkapsiile materyallere (Chen et al., 2006) alternatif olusturacagi

ortaya konmustur.

¢ Elde edilen nanotiip ve nanopartikiillerin kaynagi, siit proteini oldugu i¢in,
toksik etki yaratma riskinin disiikk olacagi Ongoriisiinden hareketle gida
endustrisinde c¢esitli amaglar i¢in (jellesme ajani, nanoenkapsiilasyon, nanotiip

vb.) kullanim potansiyeline sahip olduklar1 belirlenmistir.
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6. ONERILER:
Bu sonugclar 1s181nda, daha sonraki ¢aligmalarin;

e Ticari enzimle liretilen alfa-laktalbumin nanotiiplerinin jel 6zelliklerinin

incelenmesi,

e Fonksiyonel bilesenlerin  nanoenkapsiilasyonunda, alfa-laktalbumin

nanopartikiillerinin kullanim olanag1 arastirilmast,

e Alfa-laktalbuminden elde edilen nanopartikiill ve nanotiiplerin toksik

etkilerinin arastirilmasi, lizerinde yogunlagmasi onerilebilir.
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Ek 1

0°C doygunluk i¢cin gerekli amonyum siilfat miktari

Son amonyum siilfat konsantrasyonu-0°C’de % doygunluk

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
% 100 ml ¢ozelti i¢in eklenmesi gereken kati amonyum siilfat miktari (gram)
= |0 10.6 13.4 16.4 19.4 22.6 25.8 29.1 32.6 36.1 39.8 43.6 47.6 51.6 5.9 60.3 65 69.7
5 |5 7.9 10.8 13.7 16.6 19.7 229 26.2 29.6 33.1 36.8 40.5 444 48.4 52.6 57 61.5 66.2
2|10 5.3 8.1 10.9 13.9 16.9 20 233 26.6 30.1 33.7 37.4 41.2 452 49.3 53.6 58.1 62.7
"‘2 15 2.6 5.4 8.2 11.1 14.1 17.2 20.4 23.7 27.1 30.6 343 38.1 42 46 50.3 54.7 59.2
} 20 0 2.7 5.5 8.3 11.3 14.3 17.5 20.7 24.1 27.6 31.2 349 38.7 42.7 46.9 51.2 55.7
= |25 0 2.7 5.6 8.4 11.5 14.6 17.9 21.1 24.5 28 317 355 39.5 43.6 47.8 52.2
5 |30 0 2.8 5.6 8.6 11.7 14.8 18.1 21.4 24.9 28.5 323 36.2 40.2 44.5 48.8
? 35 0 2.8 5.7 8.7 11.8 15.1 18.4 21.8 25.4 29.1 329 36.9 41 453
g |40 0 29 5.8 8.9 12 15.3 18.7 222 25.8 29.6 335 37.6 41.8
§ 45 0 2.9 5.9 9 12.3 15.6 19 22.6 26.3 30.2 34.2 383
g |50 0 3 6 9.2 12.5 15.9 19.4 23 26.8 30.8 34.8
=~ |55 0 3 6.1 9.3 12.7 16.1 19.7 23.5 27.3 313
:@: 60 0 3.1 6.2 9.5 12.9 16.4 20.1 23.9 27.9
% 65 0 3.1 6.3 9.7 13.2 16.8 20.5 24.4
g |70 0 32 6.5 9.9 13.4 17.1 20.9
2 |75 0 3.2 6.6 10.1 13.7 17.4
s |80 0 33 6.7 10.3 13.9
g 85 0 3.4 6.8 10.5
~ |9 0 3.4 7
= |95 0 3.5
100 0
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