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1. OZET

Siit; su, yag, proteinleri (esas olarak kazein miselleri ve siit serumu proteinleri),
karbohidratlar1 (esas olarak laktoz) ve az miktarda biyoaktif bilesenleri; mineraller,
vitaminler ve enzimleri iceren kompleks biyolojik bir sividir. Bilesiminde annede
bulunan bagisiklik elemanlart yer aldigindan, ayn1 zamanda yenidoganm enfeksiyonlara
kars1 pasif olarak korur. Siitte kazeinin ¢oktiiriilmesinden sonra supernatanda goriilen
proteinler peynir alt1 suyu (“whey”) proteinleri olarak adlandirilirlar. Peynir iiretimi
sirasinda siitten ayrilan peynir alti suyu toz haline getirilerek gida endiistrisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Peynir alti suyunun siit serumu proteinlerince zengin oldugu
bilinmektedir. Major siit serumu proteinleri B-laktoglobulin, o-laktalbiimin, serum
albiimin, immiinoglobiilinler ve glikomakropeptittir. Peynir alti suyu ve onun
bilesenleri; antioksidan aktivite, antikarsinojenik etki, immiin diizenleme, pasif
bagisiklik, hastaliktan koruma, antibakteriyel, antimikrobiyal ve antiviral etkiler,
toksinleri baglama, hiicre biiylimesini destekleme, platelet baglama, antienflamatuar ve
anti hipertansif etkiler dahil olmak iizere farkli biyolojik islevlerde gorev alirlar.
Calismamizda bu islevlere sahip olan ve endiistri yan iiriinii olan peynir alti suyu
tozundan siit serumu proteinlerini elde etmeyi amacladik. Peynir alti suyu tozundaki
(PAST) siit serumu proteinleri; membran filtrasyon ve kromatografi gibi yontemler
kullamlarak ayirma islemleri gerceklestirildi. On islemlerden gecirilen peynir alt1 suyu
tozu, 50,000 MWCO membran filtreye uygulandiginda membrandaki tikanmadan
dolay: siit serumu proteinlerini ayr1 ayr1 elde etmek miimkiin olmadi. On islemlerden
gecirilen peynir alti suyu tozu, Sephadex G-200 kromatografisine uygulandiginda 3
fraksiyon elde edildi ve bu fraksiyonlardan birincinin Ig’ler ve BSA oldugu; ikinci
fraksiyonun B-laktoglobulin ve a-laktalbiimin oldugu; ticlincii fraksiyonun ise kiiciik
peptidler oldugu SDS-PAGE yontemiyle ispatlandi. Elde edilen F-2 fraksiyonu pepsin
ile hidroliz edildiginde B-laktoglobulin; tripsin ile hidroliz edildiginde o-laktalbiimince

zengin fraksiyon elde edildi.

Anahtar Kelimeler: peynir alti suyu tozu, siit serumu proteinleri, o-laktalbiimin, -

laktoglobulin, kromatografi



2. SUMMARY

SEPARATION OF MILK SERUM PROTEINS IN WHEY

Milk is a complex fluid that contains water, fat, proteins (mainly casein micelles and
milk serum proteins), carbohydrates (mainly lactose) and trace amount of bioactive
molecules including minerals, vitamins and enzymes. It contains molecules of the
mother’s immune system and thus passively protects the newborn from infections. The
proteins that appear in the supernatant after precipitation of casein in milk are called
whey proteins. Whey is a product of cheese manufacture. This side product is powdered
and commonly used in the nutritional industry. It is known that whey is rich in milk
serum proteins. Major whey proteins are B-lactoglobulin, o-lactalbumin, serum
albumin, immunoglobulins and glycomacropeptide. Whey and its components are
involved in different biological functions including antioxidant activity,
anticarcinogenic effects, immunomodulation, passive immunity, disease protection,
anti-bacterial, anti-microbial and anti-viral effects, binding of toxins, promotion of cell
growth, platelet binding, anti-inflammatory and anti-hypertensive actions. In this study,
we aimed to obtain milk serum proteins in whey powder which is an industrial by
product and have these functions. Milk serum proteins in whey were obtained by using
membrane filtration and chromatographic methods. The pre-treated whey was applied to
the 50,000 MWCO membrane filter. B ecause of the membrane fouling it was unable to
have milk serum proteins separately. The pre-treated whey was applied to Sephadex G-
200 chromatography and three fractions were obtained. SDS-PAGE method was used to
identify the fractions; the first fraction was immunoglobulins and serum albumin; the
second fraction was B-lactoglobulin and o-lactalbumin; the third fraction was small
peptides. B-lactoglobulin is obtained after hydrolysis of F-2 fraction with pepsin and o-

lactalbumin enriched product is obtained after hydrolysis of F-2 fraction with trypsin.

Key Words: whey, milk serum proteins, o-lactalbumin, B-lactoglobulin,

chromatography



3. GIRIS VE AMAC

Siit tiim ana besin unsurlarinin yaninda metabolik olaylar icin gerekli olan
vitaminleri, eser elementleri, bazi enzimleri ve proteinleri de iceren énemli bir sividir.
Bilesiminde annede bulunan bagisiklik elemanlar1 yer aldigindan, ayni zamanda
yenidogani enfeksiyonlara karsi pasif olarak korur. Yapilan cok sayida calismada siit
icinde bulunan antioksidan faktorler ortaya konmus ve bu faktorlerin bazilarinin siitiin
cesitli islemlerden (pastorizasyon, UHT, dondurma v.b) gec¢mesinden sonra kayba
ugradigl gosterilmistir.

Kesilmis siitiin s1vi kismi peynir altt suyu veya siit serumu adin1 almaktadir.
Peynir altt suyunda c¢o6ziiniir halde bulunan proteinler major (B-laktoglobulin, o-
laktalbiimin, serum albiimin, immiinoglobiilinler ve glikomakropeptidler) ve minor
(laktoferrin, laktoperoksidaz, lizozim) fraksiyonlardan olusmaktadir. Peynir iiretimi
sirasinda siitten ayrilan peynir alt1 suyu toz haline getirilerek gida endiistrisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Farkli islenme yoOntemleri ile elde edilen peynir alti suyu
proteinlerinin endiistriyel kullanim yerleri de farklidir. Asit, tath ve demineralize peynir
alt1 suyu tozu (PAST) yaninda, protein igerikleri farkli olan iiriinler vardir.

Son yillarda, bazi hastalik modellerinde yapilan caligmalarda siit serumu
proteinlerinin farkli yollardan koruyucu etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Bu arada
siit serumu proteinleriyle ilgili arastirmalarin sayis1 dikkat ¢ekecek derecede artmis ve
antioksidan etkileri 6n plana ¢ikmaya baglamistir. Ayrica siit serumunun sicanlarda
kolesterol diisiiriicii etkisi oldugu bildirilmis, laktoferrin ve glikomakropeptidlerin
antimikrobiyal aktivitesi rapor edilmistir. Glikoprotein yapida olan glikomakropeptidler
ile laktoferrin ve laktoperoksidazin oldukga ilgin¢ biyolojik aktiviteleri oldugu One
stiriilmektedir. Glikomakropeptidin, beyine tokluk sinyali veren ve besinlerin midedeki
hareketini yavaslatan bir hormon olan, kolesistokininin (CCK) salinimim stimiile ettigi
yolunda bulgular vardir. Laktoferrin, antiviral, antimikrobiyal (antibakteriyal ve
antifungal), immiinomodiilator ve antioksidan aktivitelere; laktoperoksidaz ise
antibakteriyal aktiviteye sahiptir. B-laktoglobulin diger o©zellikleri yaninda anti-
hipertansif, anti-kanser, hipokolesterolemik, opioiderjik ve antimikrobiyal etkiler de
dahil olmak iizere artan sayida bircok biyolojik aktivite gostermektedir. Sigir o-
laktalbimini ve ondan elde edilen peptidlerin biyolojik fonksiyonlari; -laktoglobulin

icin sdylenenler disinda stres azaltici ve uyku iyilestirici etkileridir.



Bu tez calismasinda, siit serumu proteinlerinin eldesinde siklikla kullanilan
kromatografik yontemlerin yanisira membran filtrasyon yonteminden de yararlanilarak
peynir altt suyundaki major siit serumu proteinlerinin elde edilmesi amaclandi. Bu
calisma ile, endiistriyel bir yan iiriin olan peynir alti suyundan siit serumu proteinleri,
kromatografik yontem, pepsin ve tripsin ile hidroliz islemleri ile elde edilmistir. B-

laktoglobulin’in pepsine dayanikli oldugu gosterilmistir.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. SUT VE SUT PROTEINLERIi

4.1.1. Siit ve Yapisi

Siit; su, yag, proteinleri (esas olarak kazein miselleri ve siit serumu proteinleri),
karbohidratlar1 (esas olarak laktoz) ve az miktarda biyoaktif bilesenleri; mineraller,
vitaminler ve enzimleri iceren kompleks biyolojik bir sividir (34). Inek siitii, insan
saglig i¢in besleyici ve teknolojik agidan fonksiyonel bir gidadir. Yag, siv1 fazda yag
globulleri formunda siispansiyon halinde siitte bulunur. Siit yagi, esas olarak
triagilgliserollerden ve bazi digliserollerden, kompleks lipidlerden ve sabunlasmayan
lipofilik bilesenlerden olusur. Siit yagi globulleri, siit yagi globul membran1 (MFGM)
olarak adlandirilan temel olarak fosfolipidler, proteinler, enzimler, kolesterol,
glikoproteinler ve vitaminleri iceren dogal biyolojik bir membran tarafindan sarilmistir
(49). Doymus yag asitleri, toplam yag asitlerinin % 60-70 (w/w)’ini; doymamis yag
asitleri ise (esas olarak mono- doymamis) % 30-35’ini olusturur. Her yag asidi,
triacilgliserol iskeletinde belirli bir pozisyonu tercih eder; boylece siit yaginda binlerce
farkli triagilgliserol bulunur (35). Siit yaginin hastalik ve saghga katkis1 oldukca
celigkilidir (5). Doymus yag asitleri ve kolesterol igeriklerinin koroner kalp hastaliginda
risk olusturdugundan siiphelenilirken, bazi1 konjuge linoleik asitler (CLA),
sfingomiyelin ve biitirik asit gibi siit lipidleri antikarsinojenik 6zellikler gostermistir
(59).

Proteinlerle ilgili olarak, glutamik asit, 10sin, serin, lizin ve prolince zengin
benzer icerikle 4 kazein sinift bulunmaktadir (o4, O, B, ). Kazeinler 150-200
aminoasitlik fosfoproteinlerdir. Kazein siniflari, sistein ve karbohidratlarin varligi, bazi
amino asitlerin igerikleri, fosfoseril gruplarinin sayisindaki farklilik ile birbirinden
ayrilmaktadir. Sekonder yapida olmayan kazeinler; hidrojen baglari, hidrofobik,
elektrostatik ve disiilfit baglar1 ve farkl tuzlar ( kalsiyum, fosfor, magnezyum, sitrat) ile
birlikte misel olarak adlandirilarak organize olurlar. K-kazein, kalsiyum fosfat baglar ile
bir arada tutularak miselin ylizeyine yerlesmistir. Coziiniir proteinler (siit serumu
proteinleri), siit proteinlerinin sadece % 15-22’sini olustururlar; albiiminleri,
immiinoglobiilinleri ve proteose- peptonlar1 iceren kompleks bir grubu

kapsamaktadirlar. Coziiniir proteinler, yiiksek lizin, triptofan ve sistein icerigi ile cok



yiiksek bir besin degeri saglayan globiiler proteinlerdir (sekonderden -o-heliks ve B-
kirmal1 tabakadan- kuarterner yapiy1 olusturan). Kazeinlerden daha az prolin igerirler ve

kompakt molekiillerdirler (52).

4.1.2. Peynir Alt1 Suyu ve Siit Serumu Proteinleri

Siitteki kazeinin c¢oOktiiriilmesiyle siipernatantta kalan proteinler, siit serumu
proteinleri olarak adlandirilirlar (Tablo 4.1). Bu globiiler proteinler, kazeinden daha
fazla suda c¢oOziinebilir 0Ozellige sahiptirler ve sicaklikla denatiirasyona maruz
birakilmislardir (26, 34).

Siit serumu proteinleri, her biri farkli molekiiler agirlikta ve saglik i¢in énemli
olan major ve mindr protein fraksiyonlar: olarak gruplandirilirlar (Tablo 4.2). Major siit
serumu proteinleri, f-laktoglobulin, a-laktalbiimin, serum albiimin, immiinoglobiilinler
ve glikomakropeptiddir. Mindr proteinler ise, laktoperoksidaz, laktoferrin,
mikroglobulin, lizozim, insiilin-benzeri biiyiime faktorii (IGF), y-globulinler ve diger

birkag kiiciik proteindir (26, 40, 68).

Tablo 4.1: Inek (asit) peynir alt1 suyunun major protein icerigi

Izoelektrik nokta (pI) Molekiiler agirlik (kDa mol'l)
B-laktoglobulin 5.2-54 18.3
o-laktalbiimin 4.2 14.2
Serum albiimin 4.9-5.1 66.0
IgG, IgA, IgM 5.8-7.3 150.0-900.0
Laktoperoksidaz 9.6 78.0
Laktoferrin 8 78.0

[63]’den adapte edilmistir.



Tablo 4.2: Siit Proteinlerinin Konsantrasyonlar1 ve Biyolojik Aktiviteleri

Protein

Kazeinler

B-laktoglobulin

o-laktalbiimin

Immiinoglobiilinler

Glikomakropeptid

Laktoferrin

Laktoperoksidaz

Lizozim

Konsantrasyon (g/L)
28

1.3

1.2

0.7
1.2

0.1

0.03
0.0004

[40]’dan adapte edilmistir.

Biyolojik Aktivite

1y0n Tasiyic1 (Ca, POg, Fe, Zn, Cu)
Biyoaktif peptid onciisii

Retinol tastyici

Yag asidi baglayici

Antioksidan

Laktoz sentezi

Ca tastyici

Immiinomodiilasyon

Antikarsinojenik
Immiin koruma

Bifidobakteri biiyiimesi
Immiinomodiilasyon

Antiviral

Antimikrobiyal, yara iyilesmesi
Antiviral

Antioksidan

Antikarsinojenik

Antitoksin

Antienflamatuar

Antitrombotik
Immiinomodiilasyon

Fe emilimi
Antimikrobiyal, yara iyilesmesi

Antimikrobiyal, yara iyilesmesi
Laktoferrin ile sinerjistik etki

Immiinoglobiilinler ile sinerjistik etki



Siit Serumu Proteinlerinin Tarihgesi:

Modern bilim ancak son yillarda zengin bir protein kaynagi olarak siit
serumunun dnemini kavramistir. ik uluslararasi “whey” konferans1 1986’da “American
Dairy Processing Institut” ve “International Dairy Federation” sponsorluguyla
diizenlenmistir. Bunu 11 y1l sonra “Chicago, Illionis” ’te Ekim 1997°de yapilan ikinci
uluslararast konferans izlemistir. Bu konferansta 24 iilkenin sunumundan 7 tane baslik
cok dikkat cekmistir.

1. Diyetle alinan antioksidanlarin (diisiik molekiil agirlikli peptidler [MW: 300-

3,000 Da] dahil) kanser ve kalp hastaliklarin1 6nlemedeki yardima.

2. Ug peynir alt1 suyu peptidinin (BSA, alfa-laktalbiimin ve laktoferrin) esas hiicre
koruyucularin arttirarak immiin durumu yiikseltmesi: glutatyon.

3. Siit serumu proteininin sicanlarda timus gelisimini arttirarak kolon kanserini
azaltmasi.

4. Fotodinamik terapiyle birlikte peynir alti suyu tozu takviyesinin si¢anlardaki
tiimor genisligini %60 azaltmas.

5. Peynir alt1 suyu peptidlerinin (laktoproteinler) kolesistokinin (CCK) salintmini
arttirarak diyete yardimci olmasi, istah kesici potansiyeli.

6. Ug peynir alt1 suyu peptidinin (laktoferrin, laktoperoksidaz ve immiinoglobiilin)
serbest radikal savunmasinda ve antibakteriyel olarak gorev almasi.

7. Whey icerigindeki biiylime faktorlerinin (IGF-I ve II) bagirsak ici ve dis1 yara

iyilesmesine yardim etmesi. http://www.wheyprotein.com/sec1.html 28.08.2006.

Uciincii uluslararas1 “whey” konferans1 Eyliil 2001 yilinda Almanya, Miinih’te;
dordiincii uluslararas1 “whey” konferansi ise Eyliil 2005 yilinda “Chicago, IL’de
gerceklestirilmistir. 2005 yilinda gerceklestirilen konferansta; fiziksel olarak aktif olan
yetigskinlerin performansini attirmaya yonelik “whey”’den elde edilen biyoaktif
bilesenlerin gosterilmesi, kas dokusunu arttirmaya yardimci olmasi, kardiyovaskiiler
saghigl desteklemesi, kilo diizenlemesi ve immiin savunma sistemini gelistirmesi
konulari iizerinde durulmustur.

Ayrica siit serumunun siganlarda kolesterol diisiiriicii etkisi oldugu bildirilmis
(87), laktoferrin ve glikomakropeptidlerin antimikrobiyal aktivitesi rapor edilmistir

(45). Laktoferrin, antiviral, antimikrobiyal (antibakteriyal ve antifungal),



immiinomodiilatdor ve antioksidan aktivitelere; laktoperoksidaz ise antibakteriyal
aktiviteye sahiptir.

Sican meme karsinomunda siit serumu proteinleri ile beslenmenin hiicre
proliferasyonunun gerilemesine yol actigi ve meme dokusunda glutatyon diizeyini
arttirdigr bildirilmigtir (33). Siit protein konsantresinin anti-kanser Ozellikleri {iriiniin
biyoaktivitesi olarak tantmlanmaktadir.

Bugiin peynir alt1 suyu, antimikrobiyal aktivite, immiin diizenleme, kas giicii ve
viicut bilesenlerini arttirmada; kalp damar hastaliklar1 ve osteoporozu onlemede etkili

popiiler bir protein destegidir (48).

p-laktoglobulin:

B-laktoglobulin, inek siitiindeki toplam siit serumu proteinlerinin yaklasik
yarisin1 olusturan major siit serumu proteinidir (1, 15) (Sekil 4.1). iki internal disiilfit
bag1 ve bir serbest tiyol grubu iceren nonkovalent olarak bagli dimer yapidadir.
Kalsiyum ve cinkoyu baglar ve retino baglayici proteinler ile kismi dizi homolojisi
gostermektedir. B-laktoglobulin, lipidler, yagda ¢oziinen vitaminler ve mineraller i¢in

cok sayida baglanma bolgesi icermektedir (84).

Sekil 4.1: B-laktoglobulin yapisi. Protein data bankasi kodu 1BEB (14) ile Molscript
tarafindan yapilmistir (41).



AB bolgeleri arasinda 8 hidrojen bagi bulunmaktadir. Pozitif yiiklii Arg40 ve
negatif yiiklii Asp33 arasindaki elektrostatik etkilesimin (6rnegin, tuz kopriisii) onemli
bir rol oynadig1r goriilmiistiir. Hidrojen baglarindan veya elektrostatik etkilesimden
sorumlu kalintilarin de8ismesi, monomer-dimer durumunda degisiklige yol agmaktadir

(73).

a-laktalbiimin:

o-laktalbiimin, toplam inek siit serumu proteinlerinin % 25’ini olusturan major
siit serumu proteinidir (Sekil 4.2). Kalsiyum baglayan bir proteindir; kalsiyum
emilimini arttirir ve lizin, 16sin, treonin, triptofan ve sistein bakimindan zengin bir
kaynaktir (84).

o-laktalbiimin, kiicik (MA 14,200), asidik (pI 4-5), bircok agidan 6nemli olan,
Ca*™ baglayici siit proteinidir (64).

o-laktalbiimin, insan, kobay, sigir, keci, deve, at ve tavsan proteinleri de dahil
olmak iizere 123 aminoasit kalintis1 icermektedir [6rnek olarak (55)]. Sadece sican o-
laktalbiimini, ek olarak 17 C-terminal kalintis1 icermektedir. Dogal a-laktalbiimin, 2
kistimdan olusmaktadir: biiyiik o-sarmal kismi ve kiiciik B-tabaka kismi. Bu bolgeler
birbirine Ca*? baglayic1 bolge ile baglanmaktadirlar. a-sarmal bolgesi, 3 major o-
sarmaldan (5-11, 23-24 ve 86-98 kalintilar1) ve 2 kisa 3o sarmaldan (18-20 ve 115-118
kalintilar1) olusmaktadir. Kiigiik bolge, bir seri boliimden olugmaktadir; kiiciik 3 kath
antiparalel B-kirmali tabaka (41-44, 47-50 ve 55-56 kalintilar1) ve kisa 3o heliks (her
doniiste 3 kalint1 ve 10 atom iceren zincir ici hidrojen bagi boliimii; 77-80 kalintilari).
Iki bolge aralarindaki derin yarik ile birbirinden ayrilmistir. Ayn1 zamanda, iki bolge 73
ve 91 kalintilari arasindaki sistein kopriisii ile Ca* baglanma bolgesini olusturarak bir
arada tutulmaktadir. Ikinci ©nemli disiilfit bagn 61-77, 2 bolgeyi birbirine
baglamaktadir. Sonucta, a-laktalbiimin yapisi, 4 disiilfit bag ile stabilize edilmektedir
(6-120, 61-77, 73-91 ve 28-111) (64).
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Sekil 4.2: a-laktalbiimin yapisi. “Brookhaven” protein data bankasindan alinmistir (64).

o- kismi mavi, B kismu yesil ile gosterilmistir. Trp kalintis1 mavi ile ve S-S
disiilfit baglar sar1 ile gosterilmistir. Zn*> iyonu ile koordinasyona katilan kalintilar
kirmizi ile gosterilmistir (64).

o-laktalbiimin ve oleik asidin olusturdugu kompleks molekiill, HAMLET
(human o-lactalbumin made lethal to tumor cells) olarak adlandirilmaktadir. HAMLET
molekiiliiniin elde edilmesinde uygulanan yontemde Once o-laktalbiimin EDTA ile
muamele edilerek Ca*? iyonu uzaklastirilir. Olusan apo o-laktalbiimin oleik asit ile
muamele edilmis matriks iceren iyon degisim kromatografisine uygulanir. Yiiksek tuz
konsantrasyonu ile eliisyon saglanir ve HAMLET molekiili elde edilir. Sigir o-
laktalbiimininden elde edilen kompleks ise BAMLET (bovine d-lactalbumin made
lethal to tumor cells) olarak adlandirilmistir. HAMLET molekiiliiniin timor
hiicrelerinde apoptozis benzeri hiicre 6liimiinii indiikledigi, ancak saglikli hiicrelere etki
etmedigi gozlenmisti. HAMLET molekiiliiniin tiimor hiicrelerinde tiimorii ortadan
kaldirmasi1 ve bunu saglikli hiicrelere zarar vermeden gergeklestirmesi molekiiliin
onemini ortaya koymaktadir. Molekiiliin etki mekanizmasinin tam olarak belirlenmesi
ile ileride daha spesifik timor tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katki saglayacagi

diistiniilmektedir (53).

11



Serum Albiimin (BSA):
Inek serum albiimini (BSA), toplam siit serumu proteinlerinin yaklasik % 10-
15’ini olusturan biiyiik bir molekiildiir. BSA, esansiyel aminoasit kaynagidir ancak

potansiyel tedavi edici aktivitesi iizerinde elde edilen ¢ok az kullanish bilgi mevcuttur

(48).

Immunoglobulinler:

Immunoglobulin (Ig), bir antikor, gama-globulindir. 5 sif antikor vardir: IgA,
IgD, IgE, IgG ve IgM. IgG, yetiskin bir insanda toplam antikorlarin yaklasik % 75’ini
olusturur (48).

Siittin ~ siit  serumu  fraksiyonunun %10-15’1 gibi Onemli bir miktari

immiinoglobiilinleri icermektedir (48).

Glikomakropeptid:

Glikomakropeptid (GMP), peynir alti suyunda % 10-15 oraninda bulunan,
kazein makropeptid olarak da adlandirilan bir proteindir. Peynir iiretimi sirasinda,
kazein iizerine “chymosin” etkisi ile olusur. GMP, sadece iiretimde “chymosin”
kullanildiysa bulunur (13). GMP, dallanmis zincirli amino asitler bakimindan zengindir
ve fenilalanin, triptofan ve tirozin gibi aromatik amino asitlerce fakirdir. Fenilalanin
icermeyen ve dogal olarak olusan birka¢ proteinden biridir ve bu durum fenilketoniiri

(PKU) olan kisiler icin GMP’nin giivenli olmasina neden olmaktadir (48).

Laktoperoksidaz:

Peynir alti suyu, hidrolazlar, transferazlar, liyazlar, proteazlar ve lipazlar da
dahil olmak iizere ¢ok sayida enzim icermektedir. Laktoperoksidaz, siitiin siit serumu
fraksiyonunda bulunan 6nemli bir enzimdir. Laktoperoksidaz, peynir alti suyunda
bulunan toplam proteinlerin % 0.25-0.5’ini olusturur. Hidrojen peroksidin
indirgenmesini de iceren, bazi molekiilleri katalizleme 6zelligi bulunmaktadir (7). Bu

enzim sistemi, bircok bakteri tiirlerini oldiiren veya inhibe eden {iriinleri olusturan
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bircok halojeniirleri (6rnegin, iyot ve brom) ve tiyosiyanatin peroksidasyonunu
katalizler (42). Pastorizasyon islemi sirasinda laktoperoksidaz inaktive olmadigindan bu

durum koruyucu olarak stabilitesini de gostermektedir (48).

Laktoferrin:

Laktoferrin; monomerik, bilobal, yaklagik 80 kDa molekiil agirhiginda bir
glikoproteindir (23).

Insan ve sigir kaynakli laktoferrinler %69 dizi homolojisi gosterirler ve tersiyer

diizeyde yapisal olarak bakildiginda birbirlerine ¢cok benzedikleri goriilmektedir (67).
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4.2. PROTEIN SAFLASTIRMA TEKNIKLERI
4.2.1. Protein Saflastirmanin Amaci:

Protein saflagtirmanin amaci sadece saf protein elde etmek degil ayn1 zamanda
daha sonraki calismalar icin kullanilabilecek bir protein preparati hazirlamaktir. Bu
calismalar; proteinin aktivitesinin arastiritlmasi ve bu aktiviteden biyoteknolojik iiretim,
analitik veya terapotik amacla yararlanilmasina yonelik olabilecegi gibi, protein

yapisinin veya yapi-fonksiyon iligkisinin arastirilmasini da hedefleyebilir (78).

4.2.2. Protein Saflastirma Yontemleri

[k kez Berzelius tarafindan kullanilan ve 1840 yilinda ders kitaplarina gecen
“Protein” adi yunanca bir numara, birinci sirada olmak anlamina gelen “protos”
kelimesinden tiiretilmistir. Proteinler bu adi hakli olarak tasimaktadir. Sayisiz hayat
fonksiyonu proteinlere baghdir ve proteinsiz bir canli s6z konusu olamaz. Her hiicrenin
bileseni olan proteinlerin enzimatik kataliz, transport, depolama, mekanik destek,
koordine hareket, sinir impulslarinin transmisyonu, immiin koruma, biiyiime ve
farklilagsmanin kontrolii gibi fonksiyonlar1 vardir. Proteinlerin saflastirilmasi hem bu
fonksiyonlar1 yapan molekiiliin belirlenmesi ve olayin mekanizmasinin aydinlatilmasi
hem de in vitro kosullarda endiistriyel veya analitik amacla kullanilma olanaginin

arastiritlmasi agisindan biiyiik 6nem tasir (78).

4.2.2.1. Kromatografik Teknikler

Kromatografi kelimesi Yunanca “Chroma” renk ve “Graphein” yazmak
kelimelerinden kaynaklanmustir. Ilk defa yirminci yiizyilin baslarinda gézle goriinen,
renkli bitki pigmentlerinin ayrilmasinda kullanilmis bir tekniktir (13).

Kromatografi farkli bilesiklerin degisken bir sekilde farkli fazlarda dagilmasina
dayanir. Bir duragan faz (stasyoner faz) ve bir de hareketli faz (mobil faz) vardir.
Hareketli faz duragan fazin {izerinden gecer ve ayrilmasi istenen maddeyi de
beraberinde siiriikler. Ayrilacak madde bilesenleri farkli derecede duragan fazla
etkilesime girerler. Duragan fazla etkilesimi fazla olan bilesenler daha agir, etkilesimi

az olan bilesenler ise daha cabuk hareket ettiklerinden bilesenler birbirlerinden
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ayrilirlar. Bilesiklerin bilesenlerine ayrilmasinda, duragan faz ile bilesenler arasindaki

etkilesimin tabiatina gore farkli kromatografik yontemler gelistirilmistir (Tablo 4.3,

4.4). Bu etkilesim molekiil biiyiikliigiine, polariteye, spesifik baglanma ozelliklerine

veya elektrostatik cekim giiciine dayanabilir (20).

Tablo 4.3: Molekiiler Ozellikler Baz Alinarak Yapilan Kromatografik Siniflama (60)

Molekiiler Ozellik
Polarite

Yiik

Molekiiler agirlik
Hidrofobik 6zellikler

Spesifik molekiil baglama o6zellikleri

Kromatografi Yontemi

Dagilim Kromatografisi

Iyon Degisim Kromatografisi

Jel filtrasyon Kromatografisi
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Affinite Kromatografisi
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Tablo 4.4: Kromatografik Yontemlerin Siniflandirilmasi (60)

Hareketli fazin Sabit Ayirma Teknik
tipi fazin tipi mekanizmasi
Siv1 Dagilma Kolon
Gaz
Kat1 Adsorpsiyon Kolon
kromatografisi
Kolon
Siv1 Dagilma
Diizlemsel
Kolon
Modifiye
Bagli Siv1 edilmis Diizlemsel
dagilma
Kromatografi
Siv1 Kolon
kromatografisi
Adsorpsiyon
Kat
Diizlemsel
Iyon Degisim Kolon
Dislama Kolon

Kromatografik

yontemin ismi
Gaz S1v1 Kromatografi

Gaz Kat1 Kromatografi

Klasik Sivi S1v1

Kromatografisi

Ince Tabaka

Kromatografisi

Yiiksek Performans Sivi

Kromatografisi

Yiiksek Performans Ince

Tabaka Kromatografisi

Klasik Sivi Kat1

Kromatografisi

Yiiksek Performans Sivi

Kromatografisi

Ince Tabaka

Kromatografisi

Yiiksek Performans Sivi

Kromatografisi
Kagit Kromatografisi
Iyon Degisim
Kromatografisi

Dislama Kromatografisi
veya Jel Filtrasyon

Kromatografi
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Adsorpsiyon Kromatografisi:

Adsorpsiyon, baz1 maddelerin kati, polar bir maddenin yiizeyine fiziksel olarak
baglanmasiyla gerceklesen bir islemdir. Polar bir bilesigin ¢ozeltisi, aktif komiir, silika
gibi ¢ok ince Ogiitiilmiis bir kati ile temas ettirildiginde katinin yiizeyinde oldukca genis
bir adsorpsiyon yer alir. Adsorbanlarin biiyilk ¢ogunlugu polar, asidik (silika) veya
bazik (alumina) olup adsorpsiyon derecesinin yiiksek olabilmesi i¢in biiylik ylizey
alanlarina sahiptirler (61).

Kati-sivi  kromatografinin bir sekli olan adsorpsiyon kromatografisinde,
ayrilacak bilesikler kat1 bir materyalin (duragan fazin) iizerinde adsorplanirlar. Duragan
faz, lizerinde ayrilacak bilesen ile dipol-dipol etkilesimleri, hidrojen bagi ve/veya van
der Waals etkilesimleri nedeni ile adsorpsiyonun gerceklestigi gozenekli ince ogiitiilmiis
bir katidir. Bu bilesikler bir ¢oziicli veya ¢oziicli sistemi yardimiyla adsorban katidan
desorbe edilirler. Bilesiklerin ayrilmasi, ¢oziiciideki ¢oziiniirliikleri ile adsorbana olan
ilgileri arasindaki bagil dengeye baglidir (61).

Adsorbandan ayrilacak bilesiklerin bagil etkilesimi, maddelerin kimyasal
yapisinin ¢Oziiciiniin ve adsorbanin dogasinin bir fonksiyonudur. Genellikle adsorban
olarak alumina, silika jel, aktif komiir, seliiloz, nisasta, kalsiyum fosfat jeller,
hidroksiapatit ve sakkaroz kullanilir. Yaygin olarak kullanilan c¢oziiciiler ise, hekzan,
benzen, petrol eteri, dietil eter, kloroform, diklorometan ve etil, propil, n-biitil alkol gibi
cesitli alkoller ve c¢esitli sulu tamponlar ve tuzlar, cesitli kombinasyonlardaki

coziiciilerdir (61).

Dagilim Kromatografisi:

Dagilim kromatografisi, bir Ornekteki ¢6ziinmiis maddeleri, iki sivi faz
arasindaki veya bir gaz ve bir sivi faz arasindaki ‘“dagilimlarindaki” farkliliklara
dayanarak ayiran bir iglemdir. Dagilim kromatografisinin her iki tipinde de sabit faz sivi
iken hareketli faz bir s1v1 veya bir gazdir (37).

Stvi-sivt dagilim kromatografisinde c¢oziinmiis maddenin ayirimi, bir organik
(nonpolar) ¢oziicli ve bir sulu (polar) ¢oziicii i¢inde relatif ¢oziiniirliigiine dayanir. Sivi-
stvi dagilimi (partisyon [ekstraksiyon]) en basit sekilde bir ayirma hunisinde

gerceklestirilir. Bir sulu ¢ozelti i¢inde polar ve nonpolar gruplar iceren molekiiller,
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birbirine karismayan bir organik coziiciiye eklenir. Diizenli ve siddetli ¢alkalamadan
sonra, ayrilmaya hazir iki faz olusur. Polar molekiiller sulu coziicii i¢cinde kalirken
nonpolar molekiiller organik coziicii icinde kalirlar. Boylelikle, c¢oziinen madde

molekiillerinin iki ayr1 s1v1 faz icinde dagilimi gerceklesmis olur (6).

Jel Filtrasyon (Dislama) Kromatografisi:

Jel filtrasyon kromatografisi, molekiiller boyuta bagimli bir separasyon
gerceklestirmektedir (43).

Jel filtrasyon kromatografisinin temel prensibini, érnek molekiillerinin, poroz
yap1 ile tamimlanan sabit faz (=stationary phase) ile hareketli faz (=mobile phase)
arasindaki dagilimi olusturmaktadir. Separasyon olayi, kolonda paketlenmis porlu jel
matriks (boncuk formunda) ve cevresinde ¢oziicii araciligl ile meydana gelmektedir.
Kolona uygulanan 6rnek molekiilleri, porlarin boyutundan c¢ok biiyiik ise sabit faz
tarafindan tutulmamakta ve kolonu ilk olarak terk etmektedir. Kii¢iik molekiiller ise
matriks porlarina girmekte ve burada alikonmaktadir. Bunu izleyen basamakta, porlar
tarafindan tutulan kiiciik molekiiller difiizyon ile ayrilmakta ve mobil fazin akisi
araciligl ile ortamdan siipiiriilmektedir. Ara boyuttaki 6rnek molekiilleri bir dereceye
kadar porlara girmekte, ancak derin penetrasyon eksikligi nedeniyle kiiciik molekiiller
gibi kolaylikla tutulmamaktadir. Bu sekilde biitiin molekiiller azalan boyutlarina
bagimli olarak kolondan eliie olmaktadir (43) (Sekil 4.3).

Sekil olarak globiiler yapiya sahip olmayan bazi proteinler jel filtrasyon
kromatografisinde farkli davranis gostermektedir. Genel olarak uzun ince proteinler,
ayn1 boyuttaki globiiler proteinlerden daha erken eliie olmaktadir (38).

Destek jeller olarak en ¢ok tercih edilenler, capraz bagli poliakrilamid, agaroz,

dekstran veya bunlarin kombinasyonlaridir (24).
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Polimer dolgu
maddesi

Protein karisimi,
capraz bagl
polimer iceren
kolona uygulanir

~ Protein molekiilleri, bilyiikliige gore

| aynilir; bityiik molekiiller daha kolay
gecer, boylece ilk fraksiyonda

) gozlenirler

Sekil 4.3: Jel filtrasyon kromatografisi (43).

Jel kromatografisini diger sivi dagilim (partisyon) kromatografi tiplerinden
ayiran karakteristik 6zellik, kromatografi yatagindaki durgun fazi olusturan taneciklerin
yiiksiiz bir jel icermesidir. Bu jel kromatografi yatagindaki c¢oziicii ile sisirilmektedir.
Tipik olarak, kullanilan ¢o6ziicliye yiiksek affiniteli makromolekiilleri iceren jeller
kullanilmaktadir. Bu makromolekiiller ¢apraz baglanarak ve {i¢ boyutlu bir ag
olusturarak yapiya coziinmez ozellik vermektedir. Sonugta sivida ¢oziinmek yerine
biiylik miktarda siv1 olarak sismektedir (38).

Dekstran ve agaroz kaynakli matriksler, biyolojik yikima ugramalar1 nedeni ile
antimikrobiyal ajan (6rnek: sodyum azid, merthiolat, kloreton, etil merkiirik tiosalisilat)

varliginda saklanmaktadir (24, 74).
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Iyon Degisim Kromatografisi:

Elektrostatik c¢ekime dayanan bu adsorpsiyon kromatografisinde ornekte
bulunan bilesenler yiiklii duragan faza olan afinitelerine gore ayrilirlar. Iyon
degistiriciler iki kistmdan olusur:

1. Icinde ve yiizeyinde kimyasal olarak (kovalent baglarla) baglanmis yiiklii
gruplar bulunan ii¢ boyutlu, ¢apraz baglarla baglanmis ¢oziiniir olmayan dolgu maddesi
(matriks)

2. Hareketli kars1 iyonlar.

Karg1 iyonlar tersinir olarak aym yiikteki baska iyonlarca, ¢Oziiniir olmayan
dolgu maddesinde herhangi bir degisiklige yol agmadan degistirilebilirler (9, 65, 66)
(Sekil 4.4).

Iyon degistirici dolgu maddesi sayet pozitif gruplarla kimyasal olarak
baglanmissa, karsi iyonlar negatif olup bu tiir iyon degistiriciler negatif iyonlari
degistirdiklerinden anyon degistiriciler adini1 alirlar. Benzer sekilde sayet dolgu maddesi
negatif gruplarla kimyasal olarak baglanmissa, karsi iyonlar pozitif olup bu tiir iyon
degistiriciler pozitif iyonlar1 degistirdiklerinden katyon degistirici adini alirlar (20)
(Tablo 4.5).

Negatif yiiklii protein
% Pozitif yiikli |~ | Tuzgozeltisiile [ |
protein negatif yiiklii
- Sk proteinleri elue
Kolona Pozitif yiikli | *+* %t et(NaCl) @@
ornegi proteinleri topla 2 ¥3
yiikle by X

Pozitif yiiklii jel yatag:

Sekil 4.4: iyon degisim kromatografisi (46).
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Tablo 4.5: Yaygin kullanilan iyon degistiriciler (20)

Iyonik Grup pH Aralig1 Dolgu Maddeleri

Anyon Degistiricileri

Zayif Anyon Degistiricisi Dekstran, agaroz, lifli
Dietilaminoetil (DEAE) seliiloz,
Fonksiyonel Grup: 2-9 mikrograniiler seliiloz

-O-CH,.CH,.N"(C,Hs),HCI

Karsi iyon: CI

Kuvvetli Anyon Degistiricisi Dekstran, lifli seliiloz
Kuarter aminoetil (QAE)

Fonksiyonel Grup: 2-10
-O-CH,.CH,.N*(C,Hs),.CH,CH(OH)CH;CI

Karsi iyon: CI

Katyon Degistiricileri

Zayif Katyon Degistiricisi Dekstran, agaroz, lifli
Karboksimetil (CM) seliiloz,
Fonksiyonel Grup: 3-10 mikrograniiler seliiloz

-O-CH,COO'Na+
Karg1 iyon: Na*

Kuvvetli Katyon Degistiricisi Dekstran,
Siilfopropil (SP) mikrograniiler seliiloz
Fonksiyonel Grup: 2-12

—O—CH2CH2CH2803_N3+
Karg1 iyon: Na*
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Proteinler iyon degistiricilere zit yiiklii gruplar arasindaki iyonik etkilesimle
tersinir olarak baglanirlar. Baglanan proteinler ya tampon c¢ozeltisinin iyonik giicii
kademeli olarak arttirllarak ya da tampon cozeltisinin pH’1 degistirilmek suretiyle
protein yiizeyindeki etkilesen gruplarin yiikii yok edilmek suretiyle kolondan ayr1 ayri
eliie edilirler. Biitiin bu islemler sirasinda iyonik degistiricinin yiikii sabit kalacak bir pH
araligr secilmelidir yoksa biitiin proteinler kolondan ayrilmadan birlikte eliie olurlar
(20).

Baglanma giici hem proteinin izoelektrik noktasiyla hem de toplam yiikii ile
baglantilidir. Dolayisiyla aymi izoelektrik noktasina sahip iki protein izoelektrik

odaklama ile ayrilmazken iyon degisim kromatografisiyle ayrilabilirler (36).

4.2.2.2. Elektroforetik Teknikler
Yiikli bir molekiil iki elektrod arasinda bir elektrik alanina konuldugunda (+),
ya da (-) yiiklii olmasina gore, katod ya da anoda gocer. Bu elektrik alaninda gogme
isine “elektroforez” denir (58).
Elektroforezin kullanim amaclar::
- Saflastirma
- Saflik kontrolii
- Molekiil agirligr saptanmasi
- Kalitsal ya da kalitsal olmayan bir hastaligin tanisi
- Bir enzimin izomerlerinin saptanmasinda
- Popiilasyon caligmasinda
- Adli tp ¢alismalarinda
- Bir hastaligin tanisinda
- Immiinoloji ve molekiiler biyoloji calismalarinda (58).
Elektroforezde; genelde, ornek bir destek matriksi iizerinde go¢ eder. Bu
matriks; kagit, seliiloz asetat, nisasta jel, agaroz veya poliakrilamid jeli olabilir (86).
Agaroz; jellerinin gozeneklerinin biiyilk olmasi nedeniyle, genelde daha biiyiik
molekiil kiitleli, niikleik asitler ve protein komplekslerinin ayrilmasinda kullanilir.
Poliakrilamid; kiiciik gozenekli jeller olusturur, bir¢ok proteinin ve kiigiik

oligoniikleotidlerin ayrilmasinda kullanilir (86).
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Dogal kosullar altinda elektroforez; genelde ¢Oziiniir proteinlerin, biyolojik ve
enzimatik aktivitelerinin kaybedilmeden incelenmesi gereken durumlarda kullanilir.
Anyonik deterjan sodyum dodesil siilfat varliginda gerceklestirilen poliakrilamid jel
elektroforezinde proteinler molekiiler biiyiikliige gore karakterize edilirler. Protein
saflastirilmasindaki diger 6nemli yontem ise izoelektrik noktalara gore ayirim yapan
izoelektrik fokuslama (odaklama) dir (86).

Poliakrilamid jelleri, akrilamid monomerlerinin bir capraz baglayicit ajanla
polimerizasyonu sonucu meydana gelir. Poliakrilamid jeller icin, en ¢ok kullanilan
capraz baglayici ajan N,N-metilen bisakrilamid (Bis) tir. Reaksiyon, amonyum persiilfat
ve N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED) ile baslatilir (86).

Akrilamid jelleri, cozeltide bulunan akrilamidin total yiizdesi ile belirtilir.
Jeldeki gozenek boyutu akrilamid ve bisakrilamid’in konsantrasyonlarini degistirerek
ayarlanabilir (%3-30 akrilamid konsantrasyonu araliginda). Diisiik yiizdeli jeller biiyiik
gozenek capina, biiyiik yiizdeli jeller ise kiiglik gbzenek capina sahiptir (86).

Sodyum dodesil siilfat, anyonik bir deterjandir. Proteinlerin, biiyiik bir kismi,
gram protein basina 1.4 g SDS baglarlar. Bu sekilde, etkin olarak polipeptid
zincirlerinin net yiikii maskelenir ve negatif yiiklii SDS molekiilleri iceren bir seri
olusur. Elektroforetik ayirma sadece etkin molekiiler kiitleye baglidir ve jeldeki
molekiiler elek dogrultusunda ayrilma gerceklesir. Kullanilan poliakrilamid jel
konsantrasyonu etkin ayirmay1 saptayan olgudur. SDS-PAGE’e uygulanacak ornekler;
merkaptoetanol, SDS, bromfenol mavisi ve siikroz veya gliserol iceren tamponla
muamele edilirler. Merkaptoetanol; proteinin tersiyer yapisini bir arada tutan disiilfit
baglarini indirger. SDS ise proteini denatiire eder; bir SDS molekiilii kuvvetlice her bir-
iki amino asit artigina baglanir ve yiik maskelenir. Bromfenol mavisi; iyonize olabilen
bir boyadir ve elektroforezin kolay izlenebilmesi agisindan ortama ilave edilir. Siikroz
veya gliserol ise Ornek soliisyona bir yogunluk kazandirmasi ve elektroforez hiicresine
uygulandiginda, Ornegin elektroforez tamponunda kolayca ¢Okmesini saglamak

acisindan kullanilir (86).
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izoelektrik Odaklama:

izoelektrik odaklama (IEF); proteinlerin siirekli bir pH gradientinde izoelektrik
noktalarina gore ayrilmasi temeline dayanan ideal bir metottur. Proteinler yiiklerine
gore, net yiiklerinin sifir oldugu pH degerine (pl) kadar go¢ ederler ve bu noktada
hareketsiz kalarak, dar bir bolgede odaklanirlar. Izoelektrik odaklama; proteinleri yiik
ozelliklerine gore ayirdigi icin, molekiiler elek etkisini minimuma indirmek

gerekmektedir (86).

iki Yonlii Jel Elektroforezi 2D-PAGE):

Iki yonlii jel elektroforezi, yiike bagimli bir ayirma yontemi olan izoelektrik
fokuslama (IEF) ve boyuta bagli SDS-poliakrilamid jel elektroforezinin bilesimidir. iki
yonlii jel elektroforezi (2D-PAGE) proteinlerin ayrilmasinda kullanilan en gelismis
analitik metottur (86).

Birinci yonde, izoelektrik fokuslama; tiiplerde poliakrilamid jelinde, amfolit, 8
M iire ve bir non-iyonik deterjan varliginda gerceklestirilir. Denatiire olmus proteinler
bu jelde izoelektrik noktalarina gore ayrilirlar. Jel daha sonra tiiplerden cikarilir ve 30
dakika sodyum dodesil siilfat iceren tamponda, denatiire proteinlerin baglanmasini
saglamak icin bekletilir ve ikinci yonde SDS jel sisteminin ayirma jeli iizerine
yerlestirilir ve agaroz ile fikse edilir. Elektroforez baslatilir ve SDS-bagli proteinler

molekiil biiyiikliiklerine gore ayrilirlar.

4.2.2.3. Diyaliz, Diafiltrasyon, Coktiirme ve Santrifiij

Diyaliz:

Diyaliz, kiiciik molekiillerin genellikle tuzlarin uzaklastirilmasinda veya tampon
degisiminde kullanilmaktadir. Sistemin isleyisi; membranla ayrilan iki faz arasindaki
konsantrasyon yani kimyasal potansiyel farkina dayali difiizyonla (osmoz)
gerceklesmektedir. Diyaliz isleminde kiiciik molekiillerin geg¢isi, membranin her iki
yiizeyinde kimyasal potansiyel farki esitleninceye kadar devam eder. Diyaliz islemi, por

cap1 1-20 nm arasinda olan seluloz asetat veya nitrattan iiretilmis ve por biiyiikliigii
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NMWC (Nominal Molecular Weight Cut-off) olarak tanimlanan diyaliz torbalar1 veya
tiipleriyle gerceklestirilir (77).

Torba diisiik iyon siddetli +4 °C deki tampona yerlestirilir ve tampon karistirilir,
diyaliz torbasinin porlarindan tuzlar ve gecebilen proteinler, peptidler, niikleotidler,
koenzim, adenozin trifosfat (ATP) disariya difiize olurlar ve torbadaki iyon siddeti
azalir. Membran i¢indeki ve disindaki iyon siddetinin dengeye gelmesi 3-5 saat siirebilir

(77).

Diafiltrasyon:

Protein ¢ozeltisindeki tuzun giderilmesi ve tampon degisimi amaciyla 100
ml’den biiylik hacimlere uygulanabilir. Alternatif hizli bir yontemdir. Klasik diyalizde
membranla ayrilmis iki ¢ozelti arasinda relatif tuz konsantrasyonunun dolayisiyla
basincin farkli olmasi tuzun membrandan gecisinde itici gii¢ olusturmaktadir. Tuzlar

membrandan ¢ézgen akisi dogrultusunda tasinirlar (79).

Coktiirme:

Proteinlerin ¢oziiniirliiklerindeki farklanmalar; proteinlerin biiyiikliik ve sekilleri
ile ylizeylerinde ¢oziiciiniin olusturdugu iyonik, polar ve apolar bolgelerin dagilim ve
konsantrasyonlarinin bir fonksiyonudur (77).

Proteinlerin ¢okelmesi; molekiillerin pH ve iyonik kuvvet degisimi ile organik
cozgen, diger inert bilesen veya polimer ilavesi gibi degisen faktorlerle agregasyonu

sonucu meydana gelir (4, 32, 74).

Santrifiij:

Santrifiijle ayirma teknigi; merkezkac kuvveti etkisi altindaki partikiillerin, bagil
molekiil agirligina, yogunluguna ve sekline bagimhi davranis farkliligr gostermesi
ilkesine dayanmaktadir (25, 71).

Diferansiyel Santrifiij; yontemin temeli, farkli yogunluk ve biiyiikliikteki

partikiillerin ¢okelme hizlarinin birbirinden farkli olmasi ilkesine dayanmaktadir.
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Santrifiij biiyilk parcalarin ¢okmesiyle baslayacaktir. Ayni agirhikta fakat farkhi
yogunluktaki partikiillerden yiiksek yogunluktakiler daha az yogunluktakilere kiyasla
daha hizli ¢okelecektir (77).

Yogunluk gradienti santrifiij; bolgesel hiz ve izopiknik (esit yogunluk) teknigi
yontemleriyle uygulanmaktadir (77).

Bolgesel hiz teknigi; partikiiliin boyut, sekli ve yogunluguna; ortamin yogunluk
ve viskozitesine ve uygulanan merkezka¢ kuvvetine baghdir. Aym tip partikiillerin
bolgesel hiz teknigiyle ayrimi biiyiikliiklerindeki farkliliklarina gore gerceklesir (77).

izopiknik santrifiijle, partikiiller yogunluklara gore ayrilmakta olup, partikiiliin
sekli, biiylikliigii ve santrifiijiin siiresi etkin degildir. Ancak, partikiil biiyiikliigi,
gradientte izopiknik (ayni yogunluktaki) tabakaya ulagsma hizinda etkindir. Bu nedenle,

benzer yogunluga sahip proteinler bu yontemle genelde ayrilamazlar (77).

4.2.2.4. Mikrofiltrasyon ve Ultrafiltrasyon
Mikrofiltrasyon:

Filtrasyon, siv1 ve gaz fazindaki kat1 partikiillerin yan1 sira ¢ozeltide ¢oziinmiis
molekiillerin bagil biiytikliiklerine gore se¢cimli fraksiyonlanarak ayrilmas: ve konsantre
olmast amaciyla uygulanmaktadir (77).

Uygulanan hidrostatik basingla gerceklestirilen mikrofiltrasyonda akis hizi
yiiksektir, islem cabuktur ve dolayisiyla ayrisma verimliligi yiiksektir (29, 69, 70).

Por biiyiikliikkleri 0.1-10 um arasinda olan mikrofiltrelerle (MF), analizde
kullanilacak tampon, reaktif veya Orneklerden partikiillerin uzaklastirilmasi

gercgeklestirilebilir (77).

Ultrafiltrasyon:

Ultrafiltrat membranlar; mikrofiltratlarda oldugu gibi por ¢aplarina gore degil,
membrandan gecemeyen kiiresel molekiill (Nominal Molecular Weight Cut-off,
NMWC) agirligina gore tanimlanir. Giiniimiizde, ultrafiltrasyon membranlarla

hidrostatik basing ve santrifiij gibi transmembran kuvvetlerin etkisiyle ~300 ul’lik
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orneklerde dahi protein, peptid, polisakkarit, DNA ve RNA fraksiyonlanarak konsantre
edilebilmektedir (17, 32, 47, 50, 70).

Molekiiliin sekli, porlardan membran transportunu etkilemektedir. Molekiil
agirhig 100,000 olan globiiler protein 100,000 NMWC olan bir membrandan
gecemezken dogrusal molekiiller gegebilirler. Membrandaki por biiyiikliigii ortalama bir
degerde dagilim gosterirler. Bu 6zellik membran yapiminda uygulanan yonteme ve
tiretici firmaya gore degismektedir. Por biiyiikliigiinde 10 katlik bir degisim NMWC’de
100 katlik bir farklanmayla sonuglanir. Bu nedenle, membranin NMWC’si protein
molekiil agirligindan %20 oraninda daha az olmalidi. NMWC’deki azalmayla
membran akis hizi azalir. Bu durumda, daha uzun islem siiresine veya daha yiiksek
transmembran basincina ihtiyag olur (76).

Ultrafiltrasyonda akis hizi, membran basinciyla ve dolayli olarak da
membrandan gecen molekiillerin direnciyle orantilidir. Bu direng; membran direnci,
konsantrasyon polarizasyonu ve kirlilik faktorlerinin toplami olup membrandan filtratin
akis hizinin optimizasyonunda 6nemlidir (76).

Konsantrasyon polarizasyonu membran yiizeyinde molekiiler birikimle olusur
(8, 57, 81). Olusan bu jel tabakasi, membran yiizeyinde ikinci bir ultrafiltrasyon
tabakasi gibi davranir ve membran akis hizini azaltir.

Cozelti ortamindaki parcaciklarin  veya makromolekiillerin membranda
adsorblanmasi veya fiziksel olarak porlarda birikmeleriyle kirlenmeler olusur ve

dolayisiyla ultrafiltrasyon performansi diiser (3, 22, 75).

4.2.3. UV Absorbsiyonu ile Protein Iceriginin Belirlenmesi

UV absorbsiyonu, ¢ozeltideki protein konsantrasyonunu dl¢gmede kullanilan en
basit metoddur. Tipik bir protein absorbsiyon spektrumunda, triptofan ve tirozin gibi
aromatik amino asitlere bagl olarak 280 nm’de bir absorbsiyon mevcuttur, 220 nm’nin
altinda da peptid baglarina bagli olarak absorbsiyon artar. Kolaylig1 nedeniyle, UV
absorbsiyonu, kromatografi  kolonundan elde edilen eluatlardaki protein
konsantrasyonunu siirekli goriintiileme (yar1 kantitatif) amaciyla kullanilan bir metottur

(18).
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4.2.4. Peynir Alt1 Suyundaki Siit Serumu Proteinlerini Ayirma Yontemleri

Secimli Coktiirme:

Bu ayirma prosesi, ¢cozeltiden coziinmeyen partikiilleri uzaklastirmak amaciyla
fiziksel ozellikleri degistirmeyi kapsamaktadir. Proteinler, izoelektrik noktalarina yakin
pH’da ve diisiik iyonik siddetteki ¢ozeltilerde en az ¢oziiniirler ve bu kosullar altinda
cokme egilimindedirler. Ornegin, Pearce (62), o-laktalbiimini denature edip ¢coktiirmek
icin peynir alti suyunun pH’imm1 4.2°ye ayarladi ve soliisyonu 65 °C’ye isitti.
Supernatanda, «o-laktalbiimin bulunmuyordu ve [-laktoglobulin gibi diger kalan
proteinlerce zengindi. Benzer olarak, Amundson et al. (1), elektodiyaliz ile pH 4.65’de
peyniralti suyunu demineralize ederek, sicakligr degistirmeden B-laktoglobulin ¢okeltisi
olusturdu. Secimli coktiirme, daha seyreltik supernatan cozeltisi ve daha konsantre

cokelti olusturarak peyniralti suyunu ¢ozeltisini fraksiyonlara ayirir (21).

Membran Filtrasyon:

Bu ayirma prosesi geleneksel olarak, sadece molekiiler agirliktaki farkliliklara
dayanmaktadir. Fraksiyonlamadan daha ¢ok konsantre etmek amaciyla en yaygin olarak
kullanilan metottur. Ornegin; 5,000-10,000 g/mol molekiiler kiitleli membranlar, peynir
alt1 suyundaki tiim proteinlerin bir karisimi olan peynir alt1 suyu proteinleri konsantresi
elde etmede siklikla kullanilirlar. Proteinleri fraksiyonlamada membran kullanma iki
durumda miimkiindiir:

1. molekiiler agirliklari arasindaki fark ¢ok biiyiik olan proteinler (6rn; o-
laktalbiimin ve immiinoglobiilin G)

2. hem biiyiikliik hem de yiikleri arasindaki farkin ¢ok biiyiik oldugu proteinler.

Son zamanlara kadar membran proseslerinin, molekiiler kiitlesi en az 10 faktor
olarak farklanan proteinlerin ayriminda basariyla kullanilabilecegi diisiiniiliiyordu.
Bununla birlikte, soliisyon pH’1nin ve iyonik giiciin dikkatli bir sekilde ayarlanmasiyla,
molekiiler kiitleleri arasinda cok az fark olan ya da hi¢ fark olmayan proteinlerin
ayrilmasinda kullanilmistir (88). Diisiik tuz konsantrasyonlart (1-20 mmol/L), membran

tarafindan olusturulan sterik ve elektrostatik itmeleri artirir. Peynir alti suyunun, iyonik
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giic ve pH’mnin birlikte ayarlanmasiyla bir dizi membran ayirma prosesi kullanilarak

proteinlerin fraksiyonlanmasi gerceklestirilebilir.

Secimli Adsorpsiyon:

Siit serumu proteinleri i¢in bir¢ok se¢imli adsorpsiyon prosesi 0rnegi mevcuttur.
o-laktalbiimin adsorpsiyonu icin Gurgel ve ark. (28) immobilize hekzapeptid
WHWRKR kullandilar; Noppe ve ark. (56) immobilize fenil gruplar1 kullandilar. B-
laktoglobulin adsorpsiyonu icin Wang ve ark. (82) immobilize retinal kullandilar. Biitiin
bu secimli adsorpsiyon proseslerinde, bir tek saflastirilmis protein, bu proteince fakir

peynir alt1 suyu solusyonu ile birlestirilerek elde edilir.

Secimli Elusyon:

Secimli elusyon, secimli adsorpsiyona karsi etkileyici bir alternatiftir (19).
Secimli elusyonda, karisimdaki biitiin proteinler adsorbana baglanirlar, kontaminantlar
yikanir ve bir¢ok farkli saflastirilmis protein elde etmek icin birer birer elue edilirler.
Ideal olarak, proseste pahali olmayan ve gida-degerinde tamponlar ve adsorban
kullanilir ve proses yiiksek akis hizinda gergeklesir.

Coktirme ve membran ile aywrma prosesleri hacim bagmh ayirma
yontemleridir. Secimli adsorpsiyon ve secimli elusyon prosesleri daha az hacim
bagimhidirlar ¢iinkii adsorban kapasitesi cogunlukla elde edilen protein kiitlesine

baglidir; uygulanan sivi hacmine bagli degildir (44).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Gerecler

Cihazlar:

Buzdolaplari: Profilo (+4°C), Ugur sogutma (-20 °C), Tiirkiye.
Biiyiik boy elektroforez tanki: Protean II xi Cell sistem, Bio-Rad, ABD.
Etiiv: Heraeus D 6450, Almanya.

Fraksiyon toplayici: Frac-100 Pharmacia, Isvec.

Gii¢ kaynag1: Pharmacia ECPS 3000/150, Isveg.

Kromatografi kolonu (1.5x30 cm kolon): Pharmacia, Isveg.
Manyetik karistirici: HI 300N HANNA instruments, Singapur.
Otomatik mikropipet: BIOHIT Proline Pipette, Finlandiya.

pH metre: Inolab, WTW, Almanya.

Pompa: Bio-Rad Econo Pump, ABD.

Santrifiij: Sigma 2-16K Sartorius, Almanya.
Spektrofotometre: Spectronic 601 Bausch & Lomb, ABD.

Su banyosu: Dedeoglu, Tiirkiye.

Terazi: Scaltec SBA 53, Almanya. AND GF-300, Japonya.
Ultra saf su: Sartorius arium 611, Almanya.

Vorteks: Retsch Mixer, Almanya.

Kimyasallar ve Cozeltiler:
0.45 pm filtre
2-Merkaptoetanol

Akrilamid

Amonyum persiilfat (APS %10)
Asetik asit

Bromophenol Blue

Coomassie Brillant Blue R 250
CuS0,4.5H,O

Folin reaktifi

Glycerol

Glycine



Hidroklorik asit

Isopropanol

K,HPO,4

KH,PO4

Molekiiler agirlik belirteci
N,N-metilen-bis-akrilamid
Na,COs3

NaOH

Pepsin (Sigma P-7012)
Sephadex G-200 (Pharmacia)
S1gir Serum Albiimin (BSA)
Sodyum Dodecyl Siilfat (SDS)
Sodyum potasyum tartrat
Tetrametilendiamid (TEMED)
Tripsin (Fluka 93610)

Tris

Vivaspin 20 50,000 MWCO membran filtre (VivaScience, Sartorius)

5.2. Yontemler

Aragtirmamizda siit serumu proteinleri kaynagi olarak Siitas Bursa ve Havalisi Pastorize
Siit ve Siit Mamiilleri Gida Sanayi ve Ticaret A.S.’den temin edilen peynir alti suyu
tozu (PAST) kullanildi. Tathh peynir alti suyu tozu iiriin spesifikasyonu Ek 1’de

verilmistir.
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5.2.1. PAST Proteinlerinin Membran Filtrasyon Yontemiyle Ayrilmasi
PAST’ndaki siit serumu proteinlerini elde etmek amaciyla membran filtrasyon

yonteminden yararlanildi (Tablo 5.1).

Tablo 5.1: Membran filtrasyon akis diyagrami

% 6’1ik PAST siispansiyonu (ultra saf suda)

Santrifiij (4000 g, 4°C, 30 dakika)

! !

Supernatan Cokelti

iyl

0.45 um siringa filtre

Iy

50,000 MWCO membran filtrasyon

1/ N2

Alt fraksiyon Ust fraksiyon

Cihazlar ve Malzemeler:

0.45 um siringa filtre

Santrifiij

Vivaspin 20 50,000 MWCO membran filtre

Deneyin Yapilisi:

% 6’lik peynir alt1 suyu tozu ultra saf suda siispansiyon haline getirildi. 4,000 g’de,
4°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Supernatan 0.45 pm siringa filtreden gegirildi.
Vivaspin 20 50,000 MWCO membran filtreye uygulandi. Optimum siireyi belirlemek
amaciyla 4,000 g’de 4 °C’de 10’ar dakika arayla toplam 60 dakika santrifiij edildi. Alt

ve iist fraksiyonlar ayrildi.
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5.2.2. PAST Proteinlerinin Kromatografik Olarak Ayrilmasi (2)
PAST’ndaki siit serumu proteinlerini elde etmek icin jel filtrasyon kromatografisi

kullanildi.

Cihazlar ve Malzemeler:

0.45 um siringa filtre

Fraksiyon toplayici: Frac-100 Pharmacia
Kromatografi kolonu (1.5x30 cm; Pharmacia)
Peristaltik pompa

Santrifiij

Spektrofotometre

Tampon kabi1

Kimyasallar ve Cozeltiler:
Fosfat tamponu (0.02 M, pH 8.6)
Sephadex G-200 (Pharmacia)
Sephadex G-50 (Pharmacia)

Deneyin Yapilisi:

Ornek: On ayirma islemleri uygulanan PAST ¢6zeltisi ve hidroliz islemi sonrasi elde

edilen Oornekler kullanildi.

% 6’lik peynir alt1 suyu tozu ultra saf suda siispansiyon haline getirildi. 4000 g’de,
4°C’de 60 dakika santrifiij edildi. Supernatan 0.45 um siringa filtreden gegirildi.

Kolonun hazirlamsi: 1 g Sephadex G-200 tartildi, tizerine 100 ml fosfat tamponu

(0.02M, pH 8.6) eklendi, cam baget ile karistirildiktan sonra oda sicakliginda 2 saat
bekletildi.
10 g Sephadex G-50 tartild, iizerine 100 ml fosfat tamponu (0.02 M, pH 8.6) eklend;,

cam baget ile karistirildiktan sonra oda sicakliginda 2 saat bekletildi.
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Jel kolona dokiildii, kolonun dengelenmesi i¢in kolon hacminin 2 kati kadar fosfat
tamponu (0.02 M, pH 8.6) kolondan gegirildi. 0.45 um siringa filtreden gegirilen PAST
ornegi kolona yiiklendi. Elusyon fosfat tamponu (0.02 M, pH 8.6) ile yapildi. Akis hizi;
0.3 ml/dakika olarak ayarlandi. Fraksiyon toplayicida toplanan fraksiyonlarin (1 ml)
280nm’de spektrofotometrede absorbanslar1 ol¢iildii. Microsoft Excel programinda

grafikleri cizildi.

5.2.3. PAST Proteinlerinin Hidrolizi ile Siit Serumu Proteinlerinin Eldesi:
Peynir alt1 suyundaki siit serumu proteinlerini elde etmek amaciyla 6rnek pepsin veya

tripsin ile hidroliz edildi (Tablo 6.4).

Cihazlar ve Malzemeler:
Etiiv

Vorteks

pH metre

Kimyasallar ve Cozeltiler:
Pepsin

Tripsin

HCI

NaOH

Ornek: % 6’lik peynir alt1 suyu tozu ultra saf suda siispansiyon haline getirildi. 4000
g’de, 4 °C’de 60 dakika santrifiij edildi. 0.45 pum siringa filtreden gecirilen 6rnek
kullanildi. Filtrat ve filtratin Sephadex G-200 kolon kromatografisine uygulanmasindan

sonra elde edilen F-2 fraksiyonu kullanildi.

Deneyin Yapihsi:

Pepsin ile Hidroliz:

Ornegin pH’s1 1.0 M HCl ile 1.5’a ayarlandiktan sonra enzim: substrat oran1 1:50 veya
1:100 olacak sekilde pepsin (5 mg/ml; 0,01M HCI ic¢inde) ile 37 °C’de 30 dakika
hidroliz edildi. Hidroliz pH 7.8’e 1.0 M’lik NaOH ile ayarlanarak durduruldu.
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Tripsin ile Hidroliz:

Ornegin pH’s1 1.0 M NaOH ile 9.0’a ayarlandiktan sonra enzim: substrat orani 1:50
veya 1:100 olacak sekilde tripsin (5 mg/ml; ultra saf su icinde) ile 37 °C’de 30 dakika
hidroliz edildi. Hidroliz 150 mM Na,COj; ile sonlandirildi.

% 6’11k PAST siispansiyonu (ultra saf suda)

~Z
Santrifiij (4000 g, 4°C, 60 dakika)

Supernatan Cokelti

Sephadex G-200

4 JL Il

pepsin tripsin

B-Lg a-La

Tablo 5.2.: Siit serumu proteinlerini elde etmede kullanilan akis semasi 1
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9% 6’11k PAST siispansiyonu (ultra saf suda)

Iyt

Santrifiij (4000 g, 4°C, 60 dakika)

! ]!

Supernatan Cokelti

iyl

Filtrat

pepsin tripsin

IT1 I1
IT T T1

BSA B-Lg peptidler BSA a-La+peptidler

Tablo 5.3.: Siit serumu proteinlerini elde etmede kullanilan akis semasi 2



5.2.4. SDS-PAGE Yontemi ile Orneklerin Protein iceriginin Aydinlatilmas: (12,
30, 31, 51, 80)

Prensip:

Proteinlerin negatif yiiklii SDS molekiilleri kaplandiktan sonra molekiiler agirliklarina
gore poliakrilamid jel ortaminda elektrik alan icinde go¢ etmesi ve boya maddesi ile

bandlarin goriiniir hale getirilmesi prensibine dayanir.

Cozeltiler:

%10’luk Amonyum persiilfat (APS)
2-Mercaptoethanol

Akrilamid

Asetik asit

Bromophenol Blue

Coomassie Brillant Blue R 250
Glycerol

Glycine

Hidroklorik asit

Isopropanol
N,N-metilen-bis-akrilamid
S1g1r Serum Albiimin (BSA)
Sodyum Dodecyl Siilfat (SDS)
Tetrametilendiamid (TEMED)

Tris

S1gir serum albiimin (BSA) ¢ozeltisi: Standart ¢cozelti olarak kullanilir. 10 mg BSA 10

ml dH,0’da ¢oziiliir.

Akrilamid-bis akrilamid ¢ozeltisi (%30): 29.2 gr Akrilamid ve 0.8 gr N,N-metilen-bis-
akrilamid 100 ml dH,O’da ¢oziiliir.

%10 SDS ¢ozeltisi: 10 gr SDS, 100 ml dH,O0 i¢inde coziiliir.

%10 Amonyum persiilfat (APS): 0.5 gr APS 5 ml dH»O i¢inde ¢oziiliir.

Yiikleme jeli tamponu (Stacking gel buffer): 0.5M Tris-HCI] (pH=6.8): 6 g Tris 60 ml

dH,O0 icinde ¢oziiliip, 100 ml’e tamamlanir.
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Ayirma jeli tamponu (Resolving gel buffer): 1.5M Tris-HCI1 (pH=8.8): 54,45 gr Tris 150

ml dH,O icinde ¢oziiliip pH’1 6 M HCl ile 8.8’e ayarlanir. Cozelti 300 ml’e tamamlanur.
Elektrot tamponu (pH=8.3): 5x stok cozelti: 15 gr Tris, 72 gr glisin, 5 gr SDS llitre

dH,O0 icinde ¢oziiliir. Kullanilirken 300 ml stok ¢ozelti 1.2litre dH,O ile dilue edilir.
Ornek tamponu: 12.5 ml yiikleme tamponu, 50 ml dH,0, 2.5 ml %0.4 bromofenol blue

cozeltisi, 10 ml gliserol ve 20 ml %10 SDS ile hazirlanir.

9%0.05 Coomassie Brillant Blue R 250 ¢6zeltisi: 25 ml isopropanol, 10 ml asetik asit ve

65 ml dH,O0 icinde 0.05 gr boya maddesi ¢oziilerek hazirlanir.

Boya giderme ¢ozeltisi: 10 ml isopropanol, 10 ml asetik asit ve 80 ml dH,O’dan olusur.
Yiikleme jeli (%4.0): 2.6 ml %30’luk akrilamid ¢ozeltisi, 12.2 ml dH,O, 5 ml yiikleme
tamponu, 200 pl %10’luk SDS, 100 pl %10’luk APS ve 20 ul TEMED ile hazirlanir.
Ayirma jeli (%18): 30 ml %30’luk akrilamid ¢ozeltisi, 6.4 ml dH,O, 12.5 ml ayirma
tamponu, 500 pl %10’luk SDS, 500 pl %10’1luk APS ve 20 ul TEMED ile hazirlanir.

Ornek: Ultrafiltrasyon, kromatografi, hidroliz ve 6n ayirma islem basamaklarinda elde

edilen Oornekler kullanildi.

Yontem:

Siit serumu proteinlerini ayirmak icin yiikleme ve ayirma jeli olarak iki pargali jel,
maksi elektroforez diizenegine dokiilmiis ve polimerize olmasi beklenmistir.

Taraklar yardimi ile yiikleme jelinde 6rnek kuyucuklar: agilmigtir.

%6’lik PAST ornekleri, 1:1 oraninda ornek tamponu ile karistirilip, tiiplere 20 ul
merkaptoetanol/ml eklendikten sonra 1 saat oda 1si1sinda bekletilmistir.

Ormnekler kaynayan su banyosunda 4 dakika tutulup, jele 50 ul’lik olgiilerde
yiiklenmistir.

Diizenege 1.2 litre elektrot tamponu dokiildiikten sonra elektrotlar baglanip, giic
kaynagi acilmis ve 200 voltajda 4-5 saatlik yiiriitme yapilmstir.

Yiikleme ve ayirma jeli elektroforez diizeneginden ayrilmis, 1 gece Coomassie Brillant
Blue R 250 ile boyanarak protein bantlar1 goriiniir hale getirilmistir.

Jel boya giderme c¢ozeltisi ile yikanarak, baglanmayan boyanin akmasi ve protein

bantlarinin belirginlesmesi saglanmistir.
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5.2.5. Lowry Yontemi ile Protein Tayini (83)

Prensip: Proteinlerin peptid baglari, alkali kosullar altinda bakir ile reaksiyona girer ve
Cu" indirgenir. Indirgenen bakir Folin reaktifi ile reaksiyona girer ve aslinda aromatik
amino asitlerin bakir katalizli oksidasyonu ile fosfomolibdotungstat, heteropolimolibden
mavisine inirgenir. Reaksiyon, kismen tirozin ve triptofan igerigine bagh olarak koyu
mavi renk olusumuyla sonlanir.

Ornek: Ultrafiltrasyon, kromatografi ve hidroliz ve 6n islem basamaklarinda elde

edilen ornekler kullanilda.

Cihaz, Malzeme, Kimyasal ve Cozeltiler:
2 N NaOH

CuS04.5H,0

Folin reaktifi

Na,COs3

Sodyum potasyum tartrat
Spektrofotometre

Vorteks

Cozelti A: %2 (w/v) Na,COs distile suda
Cozelti B: %1 (w/v) CuS0O4.5H,0 distile suda
Cozelti C: %2 (w/v) sodyum potasyum tartrat distile suda

Kompleks olusturma reaktifi: 100:1:1 (v:v:v) oraninda A,B,C c¢ozeltileri karisimi

kullanmadan hemen 6nce hazirlandi.
2N NaOH

Folin Reaktifi: 1N

BSA standartlari: 4 mg/ml stok

Deneyin Yapihisi:
100 wl ornek/standart/blank’e 100 pl 2 N NaOH eklendi. 100 °C kaynar su banyosunda
10 dakika hidroliz edildi.
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Hidrolizat oda sicakligina sogutuldu ve 1ml taze hazirlanmis kompleks olusturma
reaktifi eklendi. Cozelti oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

100 ul Folin reaktifi vorteksle karistirarak eklendi ve 30 dakika oda sicaklifinda
bekletildi.

550 nm’de absorbans ol¢iildii.

Hesap: Sigir serum albiimini(BSA) ile hazirlanan standart egriden yararlanilarak

protein konsantrasyonu hesaplandi.
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6. BULGULAR

6.1. PAST Proteinlerinin Membran Filtrasyon Yontemiyle Ayrilmasi

% 6’lik PAST cozeltisine 6nce on ayirma teknikleri uygulandi, sonra 6rnek 50,000
MWCO membran filtreye uygulandiginda alt ve iist fraksiyonlar ayrildi (Sekil 6.1). Her
islem basamaginda almman Orneklerin protein miktarlar1 belirlendi (Tablo 6.1).
Orneklerin ve elde edilen fraksiyonlarin kimlik dogrulamasi SDS-PAGE yontemiyle
yapildiginda 50 dakika sonunda; iist fraksiyonun Ig’ler, BSA, B-laktoglobulin ve -
laktalbiimin igerdigi, alt fraksiyonun ise diisiik molekiil agirlikli peptidleri icerdigi
gozlendi (Sekil 6.2).

Vivaspin 20 50,000 MWCO membran filtre disinda 30,000 ve 100,000 MWCO
membran filtreler ile de denemeler yapildi ve benzer sonuclar elde edildi.

Sonuglar, 3 deneyi temsil etmektedir.

Tablo 6.1.: Orneklerin ve membran filtrasyon ile elde edilen fraksiyonlarm igerdigi

protein miktarlar

Ornek Protein (mg/ml) Hacim (ml) Toplam protein (mg)
PAST siispansiyonu 9.43 51.0 480.93
Supernatan 8.36 49.0 409.64
Cokelti 27.00 2.6 70.20
0.45 pm filtrasyon 8.95 41.0 366.95
10 dk alt fraksiyon 6.62 24 15.89
10 dk iist fraksiyon 8.92 17.6 156.99
20 dk alt fraksiyon 2.94 3.8 11.17
20 dk st fraksiyon 8.40 14.2 119.28
30 dk alt fraksiyon 3.54 4.8 16.99
30 dk iist fraksiyon 8.55 11.2 95.76
40 dk alt fraksiyon 2.57 6.0 15.42
40 dk iist fraksiyon 11.35 8.0 90.80
50 dk alt fraksiyon 2.52 6.7 16.88
50 dk iist fraksiyon 12.98 53 68.79
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Toplam protein (mg)

180

—*50,000 MWCO alt

50,000 MWCO iist
160
140
120
100
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(o))
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0 10 20 30 40 50 Zaman (dk) 60

Sekil 6.1.: 50,000 MWCO membran filtrasyon yontemiyle elde edilen fraksiyonlarin igerdigi protein miktarlari.
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50,000 MWCO alt 50,000 MWCO iist

IgH 1. PAST siispansiyon
2. Supernatan
BSA 66.000 3. Cokelti
IgH 55.000 4. Filtrasyon
45.000 5. 40’ alt fraksiyon
36,000 6. 40’ st fraksiyon
7. 50’ alt fraksiyon
29.000 8. 50" iist fraksiyon
IgL 24.000 9. 30’ alt fraksiyon
10. 30’ iist fraksiyon
B-Lg 20.000 11. molekiil agirhig belirteci
12. 20’ alt fraksiyon
o-La
: 14.200 13. 20’ iist fraksiyon
1 23 4 56 7 896101112 13

Sekil 6.2.: 50,000 MWCO membran filtrasyon yontemiyle elde edilen fraksiyonlarin ve orneklerin SDS-PAGE ile kimlik

dogrulamasinin yapilmasi.
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6.2. PAST Proteinlerinin Kromatografik Olarak Ayrilmasi

Sephadex G-50 kolon kromatografisi:

PAST’na 6n ayirma teknikleri uygulandiktan sonra oOrne8in 5 ml’si Sephadex G-50
kolonuna uygulandiginda 2 ana fraksiyon elde edildi (Sekil 6.3). Bu fraksiyonlarda protein
tayini yapildi (Tablo 6.2). SDS-PAGE ile bu fraksiyonlardan birincisinin Ig’ler, BSA, B-
laktoglobulin ve o-laktalbiimin, ikincisinin ise kiiclik molekiil agirlikli peptidler icerdigi

gozlendi (Sekil 6.5).

Sephadex G-200 kolon kromatografisi:

PAST’na 6n ayirma teknikleri uygulandiktan sonra 6rnegin 5 ml’si Sephadex G-200
kolonuna uygulandiginda 3 ana fraksiyon elde edildi (Sekil 6.4). Bu fraksiyonlarda protein
tayini yapildi (Tablo 6.2). SDS-PAGE ile bu fraksiyonlardan birincisinin Ig’ler ve BSA,
ikincisinin B-laktoglobulin ve o-laktalbiimin, ii¢iinciisiiniin ise kiigiik molekiil agirlikli
peptidler icerdigi ispatlandi (Sekil 6.6).

5 deneyi temsil eden sonuglar verilmistir.

Tablo 6.2.: Orneklerin ve kromatografi ile elde edilen fraksiyonlarin igerdigi protein

miktarlari

Ornek Protein (mg/ml) Hacim (ml) Toplam protein (mg)
PAST siispansiyonu 8.60 51.0 438.50
Supernatan 7.82 49.0 383.23
Cokelti 16.42 2.7 44.33
0.45 um filtrasyon 7.75 33.0 255.84
Sephadex G-200 F1 0.34 6.0 2.05
Sephadex G-200 F2 1.60 9.0 14.42
Sephadex G-200 F3 2.25 9.6 21.57
Sephadex G-50 F1 1.10 13.5 14.42
Sephadex G-50 F2 1.31 15.0 19.59
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Sekil 6.3.: On islemlerden gegirilen PAST ¢ozeltisinin Sephadex G-50 kolon kromatografisi ile ayrilmas.
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0 10 20 30 40 50 60 70
Hacim (ml)

Sekil 6.4.: On islemlerden gegirilen PAST ¢ozeltisinin Sephadex G-200 kolon kromatografisi ile ayrilmas.
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Supn Siisp
BSA

F-1F-2
J

IgH

66.000 BSA

IgH

IgL

1.G50F-1

2.G50F-2

3. Filtrasyon (F)

4. Supernatan (Supn)

5. Siispansiyon (Siisp)

6. Serum albiimin (BSA)

Sekil 6.5.: Sephadex G-50 kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarin SDS-PAGE

ile kimlik dogrulamasinin yapilmasi.

47



6.3. PAST Proteinlerinin Hidrolizi ile Siit Serumu Proteinlerinin Eldesi:

Pepsin ile Hidroliz:

Filtrasyonun pepsin ile proteolizi (1:100) sonucu elde edilen 6rnegin 5 ml’si Sephadex G-
200 kolon kromatografisine uygulandiginda, hidroliz 6ncesine kiyasla her ii¢ fraksiyonun
absorbansinin degistigi F-1 de ve F-2 de azalma, F-3 de ise artis oldugu gozlendi (Sekil
6.7). Bu fraksiyonlarda protein tayini yapildi (Tablo 6.3). SDS-PAGE ile bu
fraksiyonlardan birincisinin ¢ok az miktarda Ig’ler ve BSA igerdigi, ikincisinin [3-
laktoglobulin icerdigi, liciinciisiiniin ise kiiciik molekiil agirlikli peptidler icerdigi ispatlandi
(Sekil 6.8).

Filtrasyon sonras1 6rnegin Sephadex G-200 kolon kromatografisine uygulanmasindan sonra
elde edilen F-2 fraksiyonunun pepsin ile proteolizi sonrasi, érnegin 2 ml’si Sephadex G-
200 kolon kromatografisine uygulandiginda, tek bir fraksiyon elde edildi (Sekil 6.9). Bu
ornekte protein tayini yapildi (Tablo 6.3). SDS-PAGE ile bu 6rnegin B-laktoglobulin
icerdigi ispatland1 (Sekil 6.6).

3 deneyin temsili sonuglar1 verilmistir.

Tripsin ile Hidroliz:

Filtratin tripsin ile proteolizi sonucu elde edilen 6rnegin 5 ml’si Sephadex G-200 kolon
kromatografisine uygulandiginda, hidroliz 6ncesine kiyasla absorbanslarin  ve
fraksiyonlarin degistigi gozlendi. Filtratin tripsin ile (1:50) hidrolizi sonucu iki ana
fraksiyon gozlendi. Hidroliz Oncesinde elde edilen F-1 fraksiyonunda hidroliz sonrasi
azalma oldugu, F-2 ve F-3 fraksiyonlarinin tek bir fraksiyonda toplandig1 gozlendi (Sekil
6.10). Bu fraksiyonlarda protein tayini yapildi (Tablo 6.3). SDS-PAGE ile bu
fraksiyonlardan birincisinin ¢cok az miktarda BSA igerdigi, ikincisinin ise a-laktalbiimin ve
kiigtik molekiil agirlikl peptidler icerdigi ispatlandi (Sekil 6.8).

Filtrasyon sonras1 drnegin Sephadex G-200 kolon kromatografisine uygulanmasindan sonra
elde edilen F-2 fraksiyonunun tripsin ile (1:50) proteolizi sonrasi, 6rnegin 2 ml’si Sephadex

G-200 kolon kromatografisine uygulandiginda, tek bir fraksiyon elde edildi (Sekil 6.11).
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Bu oOrnekte protein tayini yapildi (Tablo 6.3). SDS-PAGE ile bu 6rnegin cogunlukla «-
laktalbiimin ve kii¢iik molekiil agirlikli peptidler icerdigi ispatland: (Sekil 6.12).

Sonuglar, 3 deneyi temsil etmektedir.
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IgH

BSA
IgH

IgL

1

2

BSA+Ig

B-Lg+a-La

3 4

5

6 7 8 9 10

Albumin, bovine serum (66,000)
Glutamic dehydrogenase (55.000)
Ovalbumin (45,000)

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (36,000)

Carbonic anhydrase (29.000)
Trypsinogen (24,000)

Trypsin inhibitor (20.000)

o-Lactalbumin (14.200)

. siispansiyon

. supernatan

. filtrasyon

. molekiil agirlig belirteci
.G 200 F-1

.G 200 F-2

.G200F-3

. G 200 F-2+pepsin (1:50)
.G 200 F-1

10. ¢okelti

O 00 9 O U A~ W N =

Sekil 6.6.: On islemlerden gecirilen 6rneklerin, Sephadex G-200 kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarin ve pepsin ile

hidroliz islemi sonrasi 6rnegin SDS-PAGE ile kimlik dogrulamasi.
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—*—filtrat

“®filtrat+pepsin

0 10 20 30 40 50 60 Hacim (ml) 70

Sekil 6.7.: Pepsin ile proteoliz (1:100) Oncesi ve sonrast filtratin Sephadex G-200 kolon kromatografisine uygulanmasi.
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Tablo 6.3.: Hidroliz islemi ile elde edilen 6rneklerin icerdigi protein miktarlari

Ornek

Filtrat

Filtrat+pepsin
Filtrat+tripsin

G-200 F-2

G-200 F-2 pepsin (1:50)
Filtrat+pepsin G-200 F-1
Filtrat+pepsin G-200 F-2
Filtrat+pepsin G-200 F-3
Filtrat+tripsin G-200 F-1
Filtrat+tripsin G-200 F-2

Protein (mg/ml)

6.98
6.80
6.99
1.57
1.42
0.13
0.43
1.82
0.13
1.68

Hacim (ml)

10.0
10.0
10.0
2.0
2.0
7.8
6.5
14.3
5.0

21.0

69.80
68.00
69.90
3.14
2.84
1.01
2.80
26.03
0.65
35.29

Toplam protein (mg)
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B-Lg o-La

1. G-200 F-1
IgH 2. G-200 F-24pepsin G-200 F (1:50)
3. G-200 F-2
fgsg 66.000 | 4. G-200 F-2+pepsin (1:100)
55.000 | 5. G-200 F-2 tripsin (1:100)
43.000 | ¢ G200 F-2 tripsin (1:50)
36,000 7. Filtrat
29.000 | 8. filtrat+pepsin (1:100)
24,000 | 9. filtrat+tripsin (1:50)
ek 10. molekiil agirlig: belirteci
20.000 11. filtrat+pepsin (1:100) G-200 F-1
B-La 12. filtrat+pepsin (1:100) G-200 F-2
13. filtrat+pepsin (1:100) G-200 F-3
wla 14.200° 1 14, filtrat+tripsin (1:50) G-200 E-1
15. filtrat+tripsin (1:50) G-200 F-2

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15

Sekil 6.8.: Filtratin ve Sephadex G-200 kolon kromatografisi ile elde edilen F-2 fraksiyonunun pepsin ve tripsin ile hidroliz

islemi sonucu elde edilen orneklerin SDS-PAGE ile kimlik dogrulamasinin yapilmasi.
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0.4

—*G-200 F-2+pepsin

0,35

0,3

0,25

A-280

0,2

0,15

0,1

0,05

0 10 20 30 40 50 60 Hacim (ml) 70

Sekil 6.9.: Sephadex G-200 kolon kromatografisi ile elde edilen F-2 fraksiyonunun pepsin ile proteolizi (1:50) sonucu elde

edilen 6rnegin Sephadex G-200 kolon kromatografisine uygulanmas.
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—*filtrat
“®filtrat+tripsin

0 10 20 30 40 50 60  Hacim (ml) 70

Sekil 6.10.: Tripsin ile proteoliz (1:50) 6ncesi ve sonrasi filtratin Sephadex G-200 kolon kromatografisine uygulanmasi.
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~*G-200 F-2+tripsin

0 10 20 30 40 50 60 Hacim (m1) 70

Sekil 6.11.: Sephadex G-200 kolon kromatografisi ile elde edilen F-2 fraksiyonunun tripsin ile proteolizi (1:50) sonras1 drnegin

kromatografiye uygulanmasi.
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IgH
BSA
IgH

IgL

B-Lg

o-La

BSA

o-La

66,000
55,000
45.000

36.000

29.000
24,000

20.000

14.200

~N N L AW

. Filtrat

. filtrat+tripsin (1:50)

. filtrat+tripsin (1:50) G-200 F-1

. filtrat+tripsin (1:50) G-200 F-2

. G-200 F-2

. G 200 F-2 tripsin (1:50) G-200 F

. molekiil agirlig1 belirteci

Sekil 6.12.: Tripsin ile hidroliz edilen 6rneklerin SDS-PAGE ile kimlik dogrulamasinin yapilmasi.
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7. TARTISMA VE SONUC

Peynir iiretimi sirasinda siitten ayrilan peynir alti suyu toz haline getirilerek gida
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Farkli islenme yontemleri ile elde edilen
peynir alti suyu proteinlerinin endiistriyel kullanim yerleri de farkhidir. Asit, tath ve
demineralize peynir alt1 suyu tozu (PAST) yaninda, protein igerikleri farkli olan iiriinler
vardir.

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda siit serumu proteinlerinin farkli yollardan
koruyucu etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Siit serumu proteinleriyle ilgili arastirmalarin
sayis1 dikkat ¢cekecek derecede artmis ve antioksidan etkileri 6n plana ¢ikmaya baslamistir.

Peynir alt1 suyu tozundaki siit serumu proteinlerini elde etmek amaciyla
kromatografi, membran filtrasyon, c¢oOktiirme, diyaliz, ultrafiltrasyon yontemleri
kullanilmaktadir. Kromatografi en sik kullanilan yontemdir, ancak membran filtrasyon
yontemi de pratik olmasi acisindan peyniralti suyundaki siit serumu proteinlerini elde
etmede tercih edilen bir yontemdir.

Cheang ve Zydney (16) bir cesit ultrafiltrasyon yontemi olan yiizeysel akis
filtrasyon yontemini kullanarak yaptiklari ¢alismada farkli MWCO (30,000 ve 100,000)
seliiloz mebranlar1 kullanarak peynir alti suyundaki B-laktoglobulin ve a-laktalbiimini ayri
ayri elde etmislerdir. Roger ve ark. (72), 50,000 MWCO ve daha diisik MWCO membran
filtreleri kullanarak peynir alt1 suyundan o-laktalbiimince zengin bir iirtin elde etmislerdir.

Membranin akis hizi zamanla azalir ve bu azalma konsantrasyon miktarina ve
membran yilizeyindeki akis hizina bagli olarak degisir. Ultrafiltrasyonda akis hizindaki bu
azalma, konsantrasyon polarizasyonuna ve membran kirlenmesine (membran ve olusan
ikincil tabakanin porlarindaki adsorpsiyona, ¢okeltiye ve tikanmaya) baglanmaktadir (14).
Bahsedilen membran kirliliginin olusmas1 durumu ayirma yonteminin basarisiz olmasiyla
sonuc¢lanmaktadir.

Calismamizda, peynir alti suyu tozunu siispansiyon haline getirdikten sonra
santrifiij, mikrofiltrasyon gibi on saflastirma islemleri uyguladigimiz 6rnegi 50,000 MWCO
membran filtreye uyguladik. 50 dakikalik santrifiij siiresi sonunda alt fraksiyonun ¢ok az

miktarda (-laktoglobulin ve a-laktalbiimin icerdigi; iist fraksiyonda ise BSA ve ¢ogunlukla
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B-laktoglobulin ve a-laktalbiimin icerdigi gozlendi. Vivaspin 20 30,000 ve 100,000 MWCO
membran filtreler ile yaptigimiz calismalarda da benzer sonuglar gozlendi. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda; santrifiijiin kullanildig1 ultrafiltrasyon yontemi ile membranin
tikanmast nedeniyle etkili bir ayirma saglanamamistir. Ultrafiltrasyon yontemiyle siit
serumu proteinlerini elde etmek amaciyla, santrifiij yerine basincin kullanildigi membran
filtreler kullanilabilir.

Peynir alti suyundaki siit serumu proteinlerini ayirmada en sik kullanilan bir diger
yontem kromatografidir. Ye ve ark. (85), kuvvetli katyon degistirici olan siilfopropil ve
kuvvetli anyon degistirici olan kuarter aminoetil iyon degisim kromatografileri ile peynir
altt suyundan laktoperoksidaz, laktoferrin, a-laktalbiimin, B-laktoglobulin B ve J-
laktoglobulin A’y1 ayr1 ayr1 elde etmislerdir.

Gerberding ve Byers (27) yaptig1 calismada anyon degistirici recine kullanarak tath
peynir alt1 suyundaki a-laktalbiimin, B-laktoglobulin, serum albiimin, immiinoglobiilin G ve
laktozu elde etmislerdir.

B-laktoglobulin, gida islevselligi acisindan etkileyici 6zellikleri ile degerli, etkili bir
proteindir ve tek katki maddesi olarak gida endiistrisinin ihtiyacini karsilamaktadir. -
laktoglobulin diger ©zellikleri yaninda anti-hipertansif, anti-kanser, hipokolesterolemik,
opioiderjik ve antimikrobiyal etkiler de dahil olmak iizere artan sayida bir¢ok biyolojik
aktivite gostermektedir. Boylece bu major sigir peynir alti suyu proteini; bu proteini iceren
icecekler ve yeni besinler gelistirmek i¢in ¢ok sayida firsati endiistriye sunarak tam
islevsellik gostermektedir (15).

S1g1ir a-laktalbiimini, insan o-laktalbiimini ile yiiksek derecede aminoasit benzerligi
gostermesi Ozelligi ile bebeklerin beslenmesine katki saglama agisindan ideal olarak
uygundur. Sigir a-laktalbiimini ve ondan elde edilen peptidlerin biyolojik fonksiyonlari; 3-
laktoglobulin i¢in sOylenenler disinda stres azaltict ve uyku iyilestirici etkileri de
icermektedir. Bununla birlikte, siitten veya peynir alti suyundan bu proteinlerin endiistriyel
olarak saflagtirllma veya zenginlestirilme sekli, bir¢cok biyolojik aktivitenin elde
edilmesinde kritik bir 6neme sahiptir. Islem boyunca uygulanan sicaklikla muamele,
proteinin yapisim1 farklilastirabilir ve boylece az sindirilebilirlige ve proteinin biyolojik

aktivitesinin degismesine neden olabilir (15).

59



Az miktarda B-laktoglobulin igeren o-laktalbiimince zengin “whey” protein
fraksiyonlari, bebekler i¢in iiretim yapan imalatg¢ilar i¢in yliksek bir ilgi alan1 olmustur.
Proteomik bir yaklasimla “immunoblotting” ile birlikte gozlenen sonuca gore, pB-
laktoglobulinin de dahil oldugu tiim major siit proteinleri alerjendirler ancak a-laktalbiimin
icin herhangi bir kanit bulunamamistir (54).

Calismamizda, peynir altt suyu tozu siispansiyon haline getirildikten sonra siit
serumundaki ¢oziinmeyen molekiilleri ve lipidleri uzaklastirmak amaciyla santrifiij edildi
ve supernatan filtre edildi. Siispansiyon, supernatan ve filtrasyonun az miktarda
immiinoglobulinleri, serum albiimin, o-laktalbiimin, B-laktoglobulin ve kiiciik molekiil
agirlikli peptidleri icerdigi gosterildi. Santrifiij sonrasi elde edilen c¢okeltinin ise agirlikli
olarak immiinoglobulinleri, serum albiimini ve az miktarda [-laktoglobulin icerdigi
gozlendi.

On saflastirma teknikleri uygulanan filtrat Sephadex G-50 kolon kromatografisine
uygulandiginda 2 fraksiyon elde edildi. Bu fraksiyonlardan birincisinin ¢ok az miktarda
immiinoglobulinler, serum albiimin, a-laktalbiimin ve B-laktoglobulin; ikincisinin ise kii¢iik
molekiil agirlikli peptidleri igerdigi gozlendi. Daha ileri bir ayirim saglamak amaciyla 6n
islemler sonrasi elde edilen filtrat Sephadex G-200 jel filtrasyon kolon kromatografisine
uygulandiginda ise 3 ana fraksiyon elde edildi. Birinci fraksiyonun serum albiimin ve
immiinoglobulinleri i¢erdigi, ikinci fraksiyonun a-laktalbiimin ve B-laktoglobulin icerdigi,
ticiincii fraksiyonun kiiciik molekiil agirlikli peptidler igerdigi ispatland.

Sephadex G-200 kolon kromatografisi ile elde edilen o-laktalbiimin ve f-
laktoglobulin i¢eren F-2 fraksiyonu pepsin ile proteoliz edildiginde, proteoliz sonrasinda o-
laktalbiiminin hidrolize ugradigi, B-laktoglobulinin ise hidrolize ugramadig gozlendi.
Hidroliz sonras1 ornek Sephadex G-200 kolon kromatografisine uygulandiginda, tek bir
fraksiyon elde edildi. Bu fraksiyonun B-laktoglobulin oldugu ispatlandi. Bu yontemlerle siit
serumu proteinlerinden, B-laktoglobulin saflagtirilmis oldu. Yaptigimiz calismalar sonucu,
B-laktoglobulinin pepsine dayanikli oldugunu soyliiyoruz.

Kinekawa ve Kitabatake (39) yaptig1 ¢alismada, pepsin ile muamele ve membran
filtrasyon islemlerini kombine ederek peynir alti suyundan (-laktoglobulini

saflagtirmiglardir.
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Sephadex G-200 kolon kromatografisi ile elde edilen B-laktoglobulin ve a-
laktalbiimin iceren F-2 fraksiyonu tripsin ile hidroliz edildiginde, PB-laktoglobulinin
hidrolize ugradigi, a-laktalbiiminin ise kismen hidrolize ugradig1 gozlendi. Hidroliz sonrasi
ornek Sephadex G-200 kolon kromatografisine uygulandiginda, tek bir fraksiyon elde
edildi. Boylece siit serumu proteini karigimindan, kismen p-laktoglobulinin igceren o-
laktalbiiminin proteini elde edilmis oldu.

On ayirma teknikleri uygulandiktan sonra elde edilen filtrat pepsin ile hidroliz
edildiginde 6rnegin kismen serum albiimin, B-laktoglobulin ve kii¢iik molekiil agirlikli
peptidleri icerdigi gozlendi. Ornek Sephadex G-200 kolon kromatografisine
uygulandiginda ii¢ ana fraksiyon elde edildi. Bu elde edilen fraksiyonlar hidroliz 6ncesiyle
kiyaslandiginda, hidroliz sonras1 F-1 ve F-2 fraksiyonunun absorbansinda azalma oldugu,
F-3 fraksiyonunda ise artis oldugu gozlendi. F-1 fraksiyonunun ¢ok az miktarda serum
albiimin igerdigi, F-2 fraksiyonunun B-laktoglobulin icerdigi, F-3 fraksiyonunun ise kiiciik
molekiil agirlikli peptidleri icerdigi ispatlandi.

On ayirma teknikleri uygulandiktan sonra elde edilen filtrat tripsin ile hidroliz
edildiginde Ornegin kismen serum albiimin, a-laktalbiimin ve kiiciik molekiil agirlikli
peptidler icerdigi gozlendi. Ornek Sephadex G-200 kolon kromatografisine uygulandiginda
2 ana fraksiyon elde edildi. Bu fraksiyonlardan birincisinin ¢ok az miktarda serum albiimin
icerdigi, ikincisinin ise ¢ogunlukla a-laktalbiimin ve kiiciik molekiil agirlikli peptidler

icerdigi gozlendi.

Sonu¢ olarak c¢alismamizda; Siitas Bursa ve Havalisi Pastorize Siit ve Siit
Mamiilleri Gida Sanayi ve Ticaret A.S.’den temin edilen peynir alti suyu tozu (PAST)
siispansiyon haline getirildikten sonra santrifiij ve filtrasyon islemleri sonras1 Sephadex G-
200 jel filtrasyon kolon kromatografisine uygulandiginda elde edilen F-2 fraksiyonu pepsin
ile hidroliz edildiginde B-laktoglobulin; tripsin ile hidroliz edildiginde ise o-laktalbiimin
elde edildi. Filtratin Sephadex G-200 jel filtrasyon kromatografisine uygulanmasiyla elde
edilen F-1 fraksiyonu ile de BSA elde edildi. Elde ettigimiz sonuglara dayanarak [-
laktoglobulinin pepsine dayanikli oldugunu soylemekteyiz. Calismamizda elde ettigimiz

fraksiyonlarin biyolojik ve antioksidan aktiviteler agisindan incelenmesi ile biyoaktif
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molekiillerin elde edilebilecegini ve bu fraksiyonlardan daha ileri ayirma yontemleri ile
Ig’ler ve laktoferrin gibi mindr proteinlerin de elde edilmesinin miimkiin olacagini

diisiinmekteyiz.
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8. EKLER

8.1. EK-1
Peynir Alt1 Suyu Tozu Uriin Analiz Raporu
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URUN ANALIZ RAPORU
Ropbaicay

TARIH :11.02.2006

Uriin Adi :25 kg Peyniralt: Suyu Tozu
Uretim Tarihi :11.01.06

Son Kullanma Tarthi : Raf ¢émrii 1 yil.

Parti No: 011-006106

URUN SPESIFIKASYONU ANALIZ SONUCLARI
Urtiniin adi Peyniralti Suyu Tozu
Icerik Bilgileri Tatl: peynir alti suyu
Uretim Izin Tarih ve No 07.06.2000 16-00017-00017-3
/Ambalaj 25 kg.'lik igte PE.dista Kraft torba

Depolama sartlari raf omrii

Firma adi,adresi,iiriiniin tretildigi yer

1- Fiziksel ve Kimyasal

Kuru ve serin yerde saklanmalidir.1 yil.

Stitag AS. 16700 Karacabey/BURSA

Stitas Karacabey tesislerinde tiretilmigtir.

% Nem 1,9

% Yag 147

% Protein

% Laktoz

pH 6,68

Asitlik (% L.A. Cinsinden) 0,128

% Cozunurlik 99,8

Kirlilik A

Aflatoksin M1( pg / ppb) 0,004

2. Mikrobiyolojik Ozellikler

Toplam Canli Saysi (adet/g) 29.500

Kuf-Maya (adet/g) 0

Koliform (adet/g) 0

E.Coli 0
Salmonella(adet/25g) 0

3. Duyusal Ozellikler

Tat ve Koku Kendine 6zgii tat ve kokuda. "h
Renk ve Goriinim Ince kristal akic: formda,beyaz renkte. /\/ \

25100.F.079

Yayin No : 02

Kalite Izleme M M\
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