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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI ZAMANLARDA TOPLANMIS MANDA SUTUNDE SERUM
PROTEINLERINDEN LAKTOFERRININ BELIRLENMESI

Gokee KESER

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Binnur KAPTAN

Laktoferrin (Lf), benzersiz 6zelliklere sahip ¢ok fonksiyonlu bir peynir alti suyu
proteini olup, diger bircok salgi sivisinda ve beyaz kan hiicrelerinde bulunur. Bu ¢alismada
manda kolostrum ve laktasyon siit drneklerinde RP-HPLC yontemi kullanilarak Laktoferrin
konsantrasyonunun belirlenmesi amaglanmistir. Manda kolostrum ve laktasyon siit 6rnekleri
Marmara Bolgesi'ndeki (Istanbul Silivri-Catalca) manda giftliginden, 150 giin boyunca
herhangi bir meme iltihab1 belirtisi gostermeyen ve giinliikk siit tretimi kaydedilen
mandalardan temin edilmistir. Kolostrum siitli 6rnekleri dogumdan hemen sonra 7. giine
kadar, laktasyon siitii ornekleri ise laktasyonun ilk 30. giliniinden sonra aylik olarak
toplanmigtir. Yapilan ¢alisgma sonucunda, kolostrum siitiinde yiiksek olan laktoferrin miktar
trans siite gegisten sonra, laktasyon gilinlerinin ilerlemesiyle daha da azalmistir. Manda
kolostrum siitiindeki Lf konsantrasyonu 0,380 mg.mL™ ile 1,560 mg.mL" arasinda, laktasyon
siitiinde ise 0,207 mg.mL"ile 0,305 mg.mL™" arasinda degistigi saptanmustir. Ayrica, manda
kolostrum ve laktasyon siitlerinde kuru madde, protein, yag ve laktoz tespit edilmistir.
Anahtar kelimeler: Laktoferrin, HPLC, Manda siitii

2019, 52 sayfa



ABSTRACT
DETERMINATION OF LACTOFERRIN FROM SERUM PROTEINS IN BUFFALO MILK
COLLECTED IN DIFFERENT TIMES

GOKCE KESER
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmand of Food Engineering
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Binnur KAPTAN

Lactoferrin (Lf) is a multifunctional whey protein with unique properties, is present in
many other secretory fluids and white blood cells. In this study was aimed to determined
lactoferrin concentration in both colostrum and lactation milk of Anatolian Buffaloes by using
an RP-HPLC method. Colostrum and lactation milk samples were collected (the buffaloes had
shown no sign of mastitis during 150 day and daily milk production was recorded.) from
buffalo farm in the Marmara Region (Istanbul Silivri-Catalca ), in the Turkey. Colostrum milk
samples were collected immediately after parturition up to 7 days, and lactation milk samples
were collected as monthly for the first 30. days of lactation. Lactoferrin was high in
colostrum, then decreased with elapsing of lactation days and was very lower in lactation milk
afterwards transit of milk. The Lf concentration in buffalo colostrum milk was determined
from 0,380 mg.mL™ to 1,560 mg.mL™*.The Lf concentration varied between 0,207 mg.mL™
and 0,305 mg.mL™ in normal lactation milk. Also, dry matter, protein, fat and lactose were

determined in buffalo colostrum milk and lactation milk.

Key words: Lactoferrin, HPLC, Buffalo milk

2019, 52 pages
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KISALTMALAR

DNA
RNA
Lf
a-La
p-Lg
GMP
PAS
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: B-laktoglobulin
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: Immiinoglobulin

: Lipopolisakkarit
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1. GIRIS

Siit, tim memelilerde ve ozellikle yeni dogmus memelilerde hizli biiyiimenin ilk
basamaginda yer alan en temel besin Ogesidir. Ayrica, yeni doganlarda ve erigkinlerde
enfeksiyondan korunmak, viicut direncini arttirmak, ishal tedavisinde, diyet ve farmasotik
uygulamalarda, hipertansiyon, dis hastaliklari, mineral malabsorpsiyonu gibi bozukluklarin
tedavisinde gerekli olan fizyolojik olarak aktif bilesikleri yiiksek seviyelerde igermektedir
(Cetinkaya ve ark. 2011, Metin 2013).

Buzagilamadan hemen sonra, saglikli tim memeli hayvanlar, yavrularin gereksinimini
karsilamak igin kolostrum iiretirler. Kolostrum, dogumdan 24-36 saat sonra memeden
salgilanan, renk ve bilesim bakimindan normal siitten oldukga farkli bir sividir. Kolostrum
stitii biiylime, gelisme, immiinolojik savunma (dolayisiyla hayatta kalma) ve yeni doganin

saglikli yasami i¢in gerekli olan yliksek miktarda besin, antikor ve biiylime faktorleri igerir.

Kolostrum, yeni dogmus yavrulara pasif bagisiklik saglayan cok ¢esitli antikorlar
(immiinoglobulinler, Igs) ve antimikrobiyal bilesenler (laktoferrin, lizozim ve
laktoperoksidaz) icerir. Ikinci ve sekizinci sagimlar arasindaki siit yapisinin normal siite
dontlismesi nedeniyle “transit siit” olarak tanimlanmaktadir. Kolostrum yaklasik 48 saat icinde

transit siit, 72 saat i¢cinde de normal siit halini almaktadir (Campana ve Baumrucker 1995).

Kolostrum, diger siitlere gore daha fazla kuru madde, yag ve yagsiz kuru madde,
protein igermekte ve siit kompozisyonunu hayvanin laktasyon, yas, mevsim, saglik durumu,

cinsi ve genetik dzelliklerini etkilemektedir. (Coroian ve ark. 2013).

Manda siitii diinya da beslenme agisindan énemli bir yere sahip, kuru madde oram1 %
17 civarinda olup, % 7'si yag % 3,5-4'Qi protein, % 5-5,5.1 laktoz ve % 0,8' kiilden
olusmaktadir. Manda siitiiniin asitligi 6,7-10 'SH ve yogunlugu 1.027-1.040 g/ml dir.
Kompozisyon degerlerinden de anlasildig: iizere si8ir siitii ile karsilastirildiginda kuru madde,
protein ve vitamin degerleri agisindan daha zengin, kolesterol degeri daha disik ve
antimikrobiyal etkili laktoferrin proteini icermesi yoniinden ise daha degerli oldugu yapilan
bir¢ok ¢aligmalarla kabul edilmistir. (Cetinkaya ve ark. 2011, Metin 2013).

Bunlar, Laktoferrin, laktoperoksidaz, lizozim ve immiinoglobulinler ve antimikrobiyal
proteinler olarak olarak kabul edilmektedir (Chatterton ve ark. 2006, Park 2009). Serum
proteinlerinden, B-laktaglobulin, Peyniralti suyu proteinlerinin yaklasik olarak % 50-60’1n1



olusturmaktadir. Yeni doganlar i¢in 6nemli bir enerji kaynagi ve bunun yani sira yag asidi

veya lipit baglayici protein olarak da rol oynamaktadir (Harper 2000).

a-laktalbumin 123 aminoasit kalintisina sahip, toplam peyniralti suyu proteinlerinin
yaklagik % 25’ini olusturmaktadir. A, B ve C tipi olmak lizere 3 genetik varyans halinde
tamimlanir ve a-1,4-galaktoziltransferaz igin bir koenzim gorevi gorerek, yeni doganlar igin
Oonemli bir enerji kaynagi olan, meme bezlerinde laktoz biyosentezi i¢in galaktozu glikoza

aktarmasiyla kritik bir 6neme sahiptir (Billakanti 2009).

Immunglobulinler, kolostrumdaki toplam protein igeriginin % 70-80'ini olustururken
laktasyon siitiinde ise toplam proteinin sadece % 1-2'sini olusturur. Antikorlarin biyolojik
fonksiyonlari tasirlar ve patojenlere karsi pasif bagisiklik saglamak i¢in tiim emzik

tiirlerinin kolostrumunda bulunurlar (Park 2009).

Serum albumini, 582 aminoasit kalintisina ve 66 kDa'lik bir molekiiler agirliga sahiptir
Toplam peynir alt1 suyu proteinlerinin yaklasik % 8'ini olusturmaktadir. Hidrofobik yapisi
nedeniyle, siitteki serbest yag asitlerine ve diger kiigiik molekiillere baglanir (Billakanti 2009).

Proteoz ve Pepton, fraksiyonlart siit proteinlerinin yaklasik % 3’{inii ve peyniralt1 suyu
proteinlerinin de yaklasik % 20’sini olustururlar (Metin 2013).

Diinyada manda popiilasyonunun % 96’s1 Asya kitasinda, 6zellikle de Hindistan basta
olmak iizere, Cin ve Pakistan en yliksek degere sahiptir. Manda sayisindaki bu artisa ragmen,
Tiirkiye’deki 1985 yilinda manda yetistiriciligi milyonlara ulasirken giiniimiize bakildiginda

100 binin altina diismiis ve manda yetistiriciligi azalan bir seyir gostermistir.

Cizelge 1.1. Manda siitii serum protein kompozisyonu (Pandya ve Khan 2006)

Protein Konsantrasyon(g L™)
B-Laktoglobulin 3,9
a-Laktoalbumin 1,4

Immunoglobulinler 10,66

Serum albumini 0,29

Laktoferrin 0,32
Laktoperoksidaz 52-98

Lizozim 0,000152
Proteoz - pepton 3,305




2000’11 yillara kadar devamli azalan manda sayist devletin verdigi tesviklerle son
yillarda tekrar artmaya baslamistir. Biiyiikbas hayvanlar arasinda yer alan manda sayisi (bas)
2007 yilinda 84 bin 705 siit (ton) 30,375 iken 2017 yilinda 161 bin 439 bas manda siit (ton)
69 bin 401 olarak kayitlara ge¢mistir. Sagilan manda sayisi 69.496 bas olarak toplam siit

{iretiminin ise % 0,3’{inii manda siitii olusturmaktadir. (TUIK)

Degisen diinya da saglikli beslenme konusundaki artan farkindalik, bir¢ok iilkede

beslenme bilimine yeni bir egilim kazandirmistir.

Siit endistrisindeki analitik teknikler ve teknolojideki yeni gelismeler, besin
bilesenlerini biyolojik aktiviteyle izole etme ve konsantre etme ya da modifiye etme firsatlar
sunmakta, boylece besin takviyeleri, nutrasotikler ya da tibbi olarak faydali gidalar olarak

diyet uygulamalarinin miimkiin olmasi bu ¢alismalar1 daha da hizlandirmistir (Park 2009).

Bu tezde serum proteini olan ve birgok yonden degerli laktoferrinin manda siitii ve
kolostrumdaki miktarinin saptanmasi hedeflenmis ve daha sonra yapilacak olan c¢alismalara

151k tutmasi amaglanmistir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1. Laktoferrin (Lf)

Laktoferrin (Lf), Genis bir fonksiyon yelpazesine sahiptir ve su anda nutrasotik bir
protein olarak kabul edilmektedir. Giiniimiizde, immiinomodiilator (Siqueiros-Cendon ve ark.
2014), antimikrobiyal (Legrand ve Mazurier, 2010), antioksidan (Kruzel ve ark. 2013),
antikanser (Tsuda ve ark. 2010) gibi ¢oklu aktivitelere atifta bulunulmustur. Lf son
zamanlarda obezite, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi metabolik bozukluklardaki
rolii tammmlanmistir (Mayeur ve ark. 2016). Lf bagisiklik sistemi ile iliskili oldugu bilinen
(Soyeurt ve ark. 2012), siitte dogal olarak bulunan ve esas olarak meme epitel hiicreleri
tarafindan salgilanan ¢ok fonksiyonlu, demir baglayici bir glikoproteindir (Shimazaki ve
Kawai 2017).

Sigir siitiinde laktasyon dénemine bagli olarak 0,02 ila 0,35 mg.ml™ arasinda bulunur
(Madureira ve ark. 2007). Dogumdan sonra kolostrum siitiinde, laktoferrin miktar1 ¢ok
yiiksektir ve daha sonra yavas yavas azalir (Shimazaki ve Kawai, 2017). Siitte yiiksek Lf
miktar1 (2,3 g.L'1 stit) klinik veya subklinik mastitise igaret edebilir (Kutila ve ark. 2004).

Lf, ilk olarak 1939 yilinda sigir siitinden Sérensen ve Sérensen (1940) tarafindan
1zole edilmis ve yirmi yil sonra da insan siitiiniin temel demir baglayici proteini oldugu tespit

edilmistir (Panella ve ark. 2016).

Laktoferrin inek, insan, kisrak, kegi, fare gibi bircok siit tiiriinde bulunan bir
glikoproteindir. 11k olarak inek siitiinden izole edildigi i¢in bu isimle anilan laktoferrin, sadece

stite 6zgii bir protein degildir.

Lf, transferrin gen ailesinin bir iiyesi olarak Fe® baglayan (Yilmaz ve Tosun 2012),
gbzyasi, pankreas salgilari, eklem sivisi, safra ve tiikiirlik gibi ekzokrin sivilarda da
bulunmaktadir. Polimorf ¢ekirdekli nétrofillerde depolanan Lf enfeksiyon, yangi ve timor

gelisimi durumlarinda nétrofillerden agiga ¢ikar (Steijns ve Van Hooijdonk 2000).

Sigir Lf ve insan Lf amino asit rezidiileri yaklasik % 69 oraninda benzerlik
gostermektedir. Insan siitli, en ¢ok Lf miktarina sahiptir. Bu protein, insanlarm ve diger
memelilerin spesifik olmayan dogal bagisikliginin temel bir 6gesidir (Billakanti 2009, Krol
2011). Lf Insanlarda, sigirlarda, ineklerde, kegilerde, atlarda, kopeklerde kemirgen ve ¢esitli

memeli tiirlerinde mukozal epitel hiicrelerde ve nétrofiller tarafindan iiretilmektedir. Daha



ileriki ¢alismalar da ise Gonzalez-Chavez ve ark. (2009) Lf'nin baliklarda da bulundugunu

tespit etmislerdir.

2.2. Laktoferrinin Fiziko-Kimyasal Ozellikleri

Lf, tiirler arasinda yiiksek homolojiye sahip olan yaklasik 700 aminoasitten (aa) insan
Lf (hLf) i¢in 711 aa ve sigir Lf (bLf) i¢in 689 aa olusan 80 kDa molekiil agirligina ve
izoelektrik noktasi 8,6 olan bazik, pozitif yiiklii ve laktotransferrin ailesi olarak bilinen demir

baglayici bir glikoproteindir (Billakanti 2009, Giansanti ve ark. 2016).

Ug farkli Lf izoformu izole edilmistir. Laktoferrin-a, demir baglanma formudur, ancak
riboniikleaz aktivitesine sahip degildir. Laktoferrin-f ve laktoferrin-rib, riboniikleaz aktivitesi
gosterirler fakat demir baglama yetenegine sahip degillerdir. Ug boyutlu yapisinda, birbiriyle
homolog olan iki simetrik lob (N ve C loblari) i¢ ige katlanmis tek bir polipeptit zincirinden
olustugu gozlemlenmistir. Bu loblar ayrica C (karboksil) ve N (amino) terminal bolgeleri

olarak adlandirilmaktadir (Szwajkowska ve ark. 2011, Giansanti ve ark. 2016).

Her lob, C1, C2, N1 ve N2 olarak bilinen iki bolgeden olusur. (Sekil 2.1.) Bolgeler her
lobda bir demir baglama yeri olusturur ve Lf molekiilleri (tiirlere ve proteine gore), genelde
molekiiliin ylizeyinde potansiyel glikozilasyon i¢in farkli sayida bolge igerir. Lfnin demir
baglama kapasitesi, baz1 durumlarda Lf i¢in Fe™ iyonlart vericisi olarak kullanilabilen,

transferrinden iki kat daha yiiksektir (Rana ve ark. 2012, Garcia-Montoya ve ark. 2012).

Lf'nin N-terminali katyonik ve hidrofobiktir. Elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler
ise, laktoferrinin antimikrobiyal aktivitesini belirleyen en temel unsurlardir (Nibbering ve ark.

2001).

Lfnin, disik pH’larda demiri baglama yetenegi vardir. Bu sayede bakterilerin
metabolik aktiviteleri nedeniyle pH 4,5’in altina diisen ortamlarda inflamasyon ve enfeksiyon
bolgelerinde biiyiik 6nem tasir. Lf, tripsin ve benzeri enzimler ile beraber proteolitik
degradasyona karsi 6nemli bir direng gdsterir. Direng seviyesi, demir doygunluk derecesi ile

orantilidir (Vasavada ve Cousin 2005).

Lf'nin igerdigi dort amino asit (histidin, tirozin ve aspartik asit) rezidiisii, demir
baglanmas1  i¢in Onemliyken, bir arjinin zinciri karbonat iyonunun baglanmasindan
sorumludur. Lf demirin yaninda, lipopolisakritler, heparin, glikozaminoglikanlar, DNA veya
Al” Ga™ Mn*, Co™, Cu*® zn™ gibi metal iyonlar ile birgok bilesigi ve maddeleri



baglayabilme yetenegine sahiptir (Garcia-Montoya ve ark. 2012). Bu durum da, Lf ‘nin neden
bu kadar onemli olup, ¢ogu arastirmaya konu olmasinin agiklamasidir (Rana ve ark. 2012,

Panella ve ark. 2016).

Dogumdan sonra ilk sagimda en yiiksek laktoferrin konsantrasyonu (0,83 mg.mL‘l),
ancak daha sonraki giinlerinde keskin bir sekilde azaldigi bildirilmistir. Siitteki laktoferrin
konsantrasyonu, emzirme agamasina ve memenin saglik durumuna gore degismektedir. Olgun
sigir siitii nispeten diisiik seviyelerde laktoferrin  (0,02-0,35 mg.mL™) icerirken, bu
konsantrasyon, invazyon (enfeksiyon durumu) periyodunda (20-100 mg.mL™) énemli 6lgiide
artmaktadir. Bu donemde, meme bezi salgilanmasi, meme i¢i enfeksiyonlara direnciyle iligkili
olan fagositik hiicreler, laktoferrin ve immiinoglobiilinler gibi dogal koruyucu faktorlerin

konsantrasyonlarinda biiyiik bir artigla degisikliklere ugrar (Galfi ve ark. 2016).

Laktoferrin miktar1 ayni zamanda mastitis ile yakindan iliskili oldugu birgok
calismalarda bildirilmistir. Mastitis (meme iltihab1), mikroorganizmalarin ve genelliklede
bakterilerin memeye girmesi ve burada ¢ogalarak meme dokusunu tahrip etmesiyle ortaya
¢ikan, modern siit endiistrisinde agir ekonomik kayiplara neden olan bir meme iltihabidir.
Memelerdeki bu iltihaplanma siirecleri siitte laktoferrin icerigini arttirmaktadir. inflamasyon
sirasinda, meme bezlerindeki epitel hiicreler uyarilmasi ile laktoferrin {iretimi yogunlasir
(Stelwagen ve ark. 2014). Ayrica yapilan c¢aligmalar gostermistir ki, laktoferrin
konsantrasyonunun subklinik ve klinik mastitisli ineklerde, siitte 6nemli Ol¢iide artmustir
(Hagiwara ve ark. 2003, Chaneton ve ark. 2013).

Laktasyon doneminde, Lf konsantrasyonu, kronik mastitli meme bezlerinde, saglikli
emziren ineklere gore 7 kat daha fazla bulunmustur. Akut mastitli ineklerden alinan siit
orneklerinde laktoferrin konsantrasyonlari, saglikli ineklerinkinden 13 kat daha fazla
olabilmektedir (Komine ve ark. 2005). Lf konsantrasyonundaki artis bu yiizden mastitis
habercisi olabilmektedir (GaLfi ve ark. 2016).

Yapilan bir ¢aligmada mastitisli olan siitlerdeki Lf ve yani sira lizozim, -defensin ve
katilisidinler gibi antimikrobiyal peptitler ve proteinlerin konsantrasyonlari hizla arttigini

gostermistir (Wheeler ve ark. 2007)

Lf bagisiklik diizenleyici 6zelligi nedeniyle viicudun savunma mekanizmasinda da
biiylik bir role sahiptir (Levay ve Viljoen 1995). Lf bunlarin disinda antifungal, antiviral,
antikanser gibi bir¢ok 6zellige de sahiptir.(Cizelge 2.1.) Lf, 1s1l islem ile denatiire oldugundan



pastorize siit, sigir laktoferrininin saflastirilmasi i¢in uygun bir kaynak degildir. Bu nedenle,
1stya maruz kalmamis yagsiz siit ve peynir alti suyu Lfnin kaynagi olarak

kullanilabilmektedir (Famaud ve Evans 2003).

Tim bunlarin yam sira LF, saflastirilmis sigir LF'si olarak, yeni dogan beslenmesi,
yetigkinler i¢in gida takviye iiriinleri, kozmetik iirlinleri, fonksiyonel gidalar, igecekler ve
hayvan yemlerinde kullanilmaktadir. diger yandan ¢abuk bozulan gidalarda dogal koruyucu
olarak kullanilabilecegi 6ne siirtilmistiir (Billakanti 2009).

Cizelge 2.1. Laktoferrinin baz1 6zellikleri (Brock 2002)

Laktoferrinin Bazi Ozellikleri
Antitimor Demir absorpsiyonu
Antiviral Antimikrobiyal
Antiinflamatuar Antiparazitik
Immun diizenleyici Antifungal
Proteaz inhibitori Riboniikleaz
Otoantikor Promikrobiyal

(A) B) )

Sekil 2.1. A: Laktoferrinin kimyasal yapisi B: Lf demir baglama bdlgesi (Garcia-Montoya ve
ark. 2012).



2.3.Laktoferrinin Fizyolojik Ozellikleri
2.3.1. Laktoferrinin Antimikrobiyal Ozellikleri

Lf mukozal yiizey tizerindeki konumu sebebi ile, organizmay1 ¢ogunlukla mukoza
dokular1 yoluyla istila eden mikrobiyal ajanlara kars1 ilk savunma sistemlerinden birini temsil
eder. Lf, hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakteriler, viriisler, protozoalar ve
mantarlara kadar genis bir yelpazede enfeksiy6z ajanlarin biiylimesini ve ¢ogalmasini
olumsuz yonde etkiledigi birgok ¢alisma ile kanitlanmistir. Lf in vitro deneylerde ortamdaki
demiri kendisine baglayarak, enfeksiyon bolgesindeki bakteriler tarafindan kullanimini
siirlar ve bdylece mikoorganizma iiremesini ve gelismesini engellemis olur. Bu 6zelligi ile,
patojen bakterilerin uzaklastirilmasi ve bakteriyel biiyliimeyi engelleme yetenegi ile ilk tespit

edilen 6zelliklerinden olmustur (Garcia-Montoya ve ark. 2012).

Diisiik pH degerlerinde dahi demirin tutulmasi, Ozellikle bakterilerin metabolik
aktivitesine bagli olarak pH'm 4,5'in altina diisebilecegi enfeksiyon ve inflamasyon
bolgelerinde ¢ok biiylik bir 6neme sahiptir (Rana ve ark. 2012). Son zamanlarda ise, demir
baglanma 6zelliginden baska Lf'nin N-terminal (laktoferrisinler ve digerleri; pargalanmamis
proteinden daha giiclii) bolgesindeki reseptorler, bazi mikroorganizmalarin yiizeyinde de
kesfedilmistir. Lf'nin bu reseptorlere baglanmasi, hiicre duvarindaki bozulmaya bagl olarak,
lipopolisakkaridin (LPS) salinimi ile bozulmus permeabiliteye ortamdaki lizozim ve diger
antimikrobiyal ajanlarin etkisini arttirarak daha yiiksek bir duyarliliga yol agar ve Gram-
negatif bakterilerde hiicre Oliimiine neden olur. Bu Lfnin ikinci bir antibakteriyel

mekanizmanin varligindan bahsedilmistir (Brock 2002, Ling ve Schryvers 2006).

Lf, 1977'de baslangigta sadece Streptococcus'a karsi bakterisidal bir aktivite olarak
tarif edilmis olsa da daha sonra, laktoferrinin Vibrio kolera'nin, (Arnold ve ark. 1977) hiicre
zarmi pargalayabildigini ve hatta penetre ettigini gosteren ¢alismalarla bu durum daha da
aciga kavusturulmustur. Antibakteriyel etkilerin in vitro sartlarda ¢ok sayida arastirmalar
olmasina ragmen, in vivo g¢alismalar ise halen tartismalidir. Diger yandan Lf'nin oral yoldan
verilmesinin, esas olarak mide de bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar1 azalttig1 yoniinde birgok
deneysel gozlem vardir (Brock 2002). Bununla birlikte, yakin zamanda farelerde yapilan
calismada, demir baglama kabiliyetine dayali olmamakla birlikte, Helicobacter enfeksiyonuna
kars1 koruyucu bir etki bildirilmistir. Helicobacter'e karsi1 koruyucu etkisinden dolayr da, bu
mikroorganizma ile iligkili olan mide kanserinin gelisiminin onlenmesinde 6nemli etkileri
vardir (Wang ve ark. 2001, Dial ve Lichtenberger 2002).
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Ortamda ki demir eksikligi bakterileri hareket ettirmeye zorlar ve ylizeylere
yapisamazlar. Boylece, in vitro ortamda Lf, Pseudomonas aeruginosa'nin biyofilm
olusumunu 6nleyebilir. Hedef hiicre membran glikoaminoglikani ve hedef hiicrelere patojen
yapismasini Onleyen bakteriyel istilalar1 baglayarak, fakiiltatif hiicre i¢i bakterilerin istilaya
kars1 savunmasina katkida bulunabilir. Bu yetenek ilk olarak entero invaziv E. coli HB 101 ve
daha sonra Yersinia enterocolica, Yersinia pseudotiiberkiiloz, Listeria monocytogenes,
Streptococcus pyogenes ve Staphylococcus aureus'a karsi bildirilmistir. Lf'nin bakteriyostatik
etkisi, E. coli gibi gelisebilmesi i¢in demir gereksinimi olan bakterilerin gelisimini engeller

(Rana ve ark. 2012, Garcia-Montoya ve ark. 2012).

Diger yandan Lf demir verici olarak gorev yapabilir. Bununla birlikte, bazi
bakterilerin ortama uyum saglamasi i¢in ve Fe*® iyonlar: i¢in laktoferrin ile rekabet eden
sideroforlari (bakteri kaynakli demir selatlama bilesikleri) serbest birakarak Lactobacillus sp.
ve ya Bifido sp. bakterler gibi diisiik demir ihtiyaci olan bakterilerin de gelismesini destekler
(Rana ve ark. 2012, Garcia-Montoya ve ark. 2012, Giansanti ve ark. 2016). Lf antibiyotiklerle
birlikte, s1igir mastitinin tedavisinde de kullanilabilecegini belirtilmistir (Komine ve ark. 2006,
Petitclerc ve ark. 2007).

2.3.2. Laktoferrinin Antiviral Ozellikleri

Laktoferrin, in vitro sistemlerde, bircok farkli viriisiin enfektivitesini azaltabilir. Lf,
belirli DNA ve RNA viriislerine baglanarak antiviral ozellik de gdstermektedir. Bununla
birlikte, antiviral savunmaya katkisi, hiicre zarmna glikozaminoglikanlara baglanmasiyla
gerceklesir. Bu sekilde, Lf viriislerin hiicreye girmesini onler ve enfeksiyon erken bir asamada
durdurulmus olur. Bodyle bir mekanizmanin, sirasiyla Herpes simplex viriisi,

sitomegaloviriisler ve insan immiin yetmezlik viriisi'ne karsi etkili oldugu gosterilmistir

(Rana 2012).

Lf gesitli yollarla parazitlere karsi hareket eder. Ornegin, Toxoplasma gondii ve
Eimeria stiedai sporozoitlerinin enfektivitesi, laktoferrisin B'nin inkiibasyonundan sonra

azaldig1 kanitlanmistir (Rana 2012).

Konakge1 hiicreler tizerindeki demir baglama yeteneginden ziyade, laktoferrinin asidik
molekiillere baglanma egiliminin bir sonucu olarak hiicre-viriis etkilesimlerinin bloke

etmesiyle saglamaktadir. Ornegin, hem laktoferrin hem de laktoferrisin, sitomegaloviriisiin



fibroblastlara girisini bloke ederken, parcalanmamis proteini, hepatit C'yi inhibe eder, bu da

viriis notralizasyonu ile elde edilir (Brock 2002).

Insanlarda HIV viriisii énemli bir tibbi sorun olmakla birlikte kesinlesmis tedavi
yonteminin olmamasi halen biiyiik bir sorundur. Ciinkii, neden oldugu sendromun giincel
tedavileri tamamen etkili degildir. /n vitro ¢alismalar insan plazma ve siit proteinleri arasinda
Lf'nin HIV'e kars1 giiglii bir aktivite gosterdigini kanitlanmustir. Bu etki, konak hiicrede viral

replikasyonun engellenmesinden kaynaklanmaktadir (Garcia-Montoya ve ark. 2012).
2.3.3. Laktoferrinin Antifungal Etkisi

Candida, bireylerde mukozal yiizeyleri kolonize edebilir ve ayn1 zamanda firsat¢1 bir
patojene doniisebilen bir komiinal organizmaya benzerlik gosterir. ilk defa 1971' de Candida
spp. ile yapilan bir ¢alismada, Lf'nin antifungal etkisini kesfetmis ve bunu demir baglama
yeteneginden dolay1 oldugunu belirtmislerdir (Kirkpatrick ve ark. 1971).

Insan Lf, sigir Lf'ni ve sigir Lf'den iiretilmis laktoferrisin peptidi, Candida albicans ve
diger Candida tiirlerine kars1 in vitro ¢alismalarla antifungal etkisi kanitlanmistir. Lf'nin hem
C. albicans hem de C. krusei'nin hiicre yiizey gegirgenligini degistirerek bakterilerde oldugu
gibi gelisimlerinin inhibe ettigi gozlemlenmistir.

Ayrica yapilan ¢aligmalar sigir Lf'nin, C. glabrata'nin Lf'ye neredeyse direncli oldugu
gosterilmistir. Yapilan bagka bir caligmada, Lf demir baglama ozelliginin Aspergillus
fumigatus'a kars1 konakginsavunmasi i¢in dnemli oldugunu gosterdi. Ayrica Lf, Trichophyton
mentagrophytes'in neden oldugu deri lezyonlarmin klinik iyilesmesini kolaylastiran bir
antifungal etki gostermistir (Wakabayashi ve ark 1999, Zarember ve ark. 2007).

2.3.4. Laktoferrinin inflamatuar ve immun Sistem Uzerine Etkisi

Laktoferrinin bakteriyel enfeksiyonlarda enflamatuvar yanitlarin ana aracilarindan biri
olan bakteriyel endotoksine (lipopolisakkarit, LPS) baglanabildigi ¢alismalarla bildirilmistir.
Bu durumda LPS'nin reseptorler ile etkilesimi bozulur ve inflamatuar etkileri azaltir.
Laktoferrinin bir bagka anti-enflamatuar etkisi, romatoid eklemler gibi iltihapli hastaliklarda
serbest demirin ayrilmasiyla, zararh serbest radikallerin iiretimini engelleme mekanizmasidir.
Sistemik bagisikligin indiiklenmesine ek olarak, Lf cilt bagisikligin1 arttirabilir ve alerjik
tepkileri onleyebilir. Boylece Lf, Langerhans (beyaz kan hiicresi) hiicrelerinin gogiinii inhibe

ederek deri inflamasyonunu azaltmis olur. Lf bu anti-enflamatuar etkileri, notrofillerden
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laktoferrinin salinmasini basglatigi igine, inflamasyondaki nétrofillerin roliiniin neden 6nemli

oldugunun kaniti olabilir (Brock 2002, Baker ve Baker 2005).

Lf'nin pozitif yiikii, bagisiklik sisteminin g¢esitli hiicrelerinin yiizeyindeki negatif yiiklii
molekiillere baglanmasini saglar ve bu iliskinin, aktivasyon, farklilasma ve ¢ogalma gibi
hiicresel tepkilere yol agan sinyal yollarini tetikleyebilecegi de 6ne siiriilmiistiir (Brock 2002,
Baker ve Baker 2005). Laktoferrin seviyesi, artrit, inflamatuar bagirsak hastaligi, iilseratif
kolit ve periodontitis gibi enflamatuar hastaliklarda siirekli olarak yiikseldigi bildirilmistir
(Fine 2015).

Hayvan deneylerinde, laktoferrinin koruyucu bir molekiildiir. Deney farelerindeki oral
mikrobiyal patojenlerin sebep oldugu enflamasyonlu hastaligi Lf takviyesi ile
tyilestirebildigini gostermislerdir (Velusamy ve ark. 2013). Ayrica, laktoferrin, S. aureus'u
oldiirerek ve enflamatuar etkilerini modiile ederek ve bundan kaynakli eklem inflamasyonunu

azaltabilmistir (Guillen ve ark. 2000).
2.3.5. Laktoferrinin Antiparazit Etkisi

Lf'nin antimikrobiyal aktivitelerinin agik¢a ortaya koymak, Lf'nin etki mekanizmasi ve
mikroorganizmalarin  ekolojik davraniglarinin  organizmalarda farkliliklar gOstermesi
nedeniyle hi¢ de kolay olmamistir. Yapilan sayisiz calismaya ragmen hala agiklanmasi
gereken bir¢ok durum mevcuttur. Lf antiparaziter aktivitesinin molekiiler mekanizmalar1 daha

da karmasiktir.

Yapilan bir ¢calismada, 5 yasindan kiigiik cocuklarda ishalin 6nde gelen nedenlerinden
biri olan Entamoeba histolytica'ya karsi, Apo-Lf, in vitro ortamda en biiyiik amibisidal etkiye
sahip siit proteini oldugu bildirilmistir. Apo-Lf trofozoit memranindaki lipidlere baglanarak

parazitin geligsmesini inhibe eder (Leon-Sicairos ve ark. 2006).

Diger in vitro caligmalar, insan ve sigir Lf'nin yani sira serum transferrin'in de
toksoplazmoza neden olan hem insanlar1 hem de hayvanlar etkileyen hiicre i¢i parazit olan
Toxoplasma gondii'yi baglayarak hiicre i¢i biiyiimesini engelledigini kanitlamislardir (Garcia-
Montoya ve ark. 2012).

2.3.6. Laktoferrinin Antitimor Etkisi

Lf'nin anti-timor ozellikleri ilk olarak sigir laktoferrinin kemirgenlere oral yoldan
verildiginde kimyasal olarak indiiklenen tiimorijenezi 6nemli 6l¢lide azalttigini gosteren ¢ok
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sayida laboratuvar ¢alismasi ile kesfedilmistir. Bu durumda Lf bir takviye olarak alindiginda
kanseri onleme diisiincesini akillara getirmistir. Inflamasyondaki roliine benzer sekilde Lf,
kanserde sitokin (antikarsinojenik etki) iiretimini modiile etme yetenegine sahiptir. Son
zamanlarda, hayvan modellerinde kolorektal kanser sigir Lf tarafindan inhibe edildigi ve bir

klinik ¢alisma ile kolon kanser riskini azalttig1 gosterilmistir (Nakajima ve ark. 2011).

Meme kanserinde Lf'nin, kiiltiir ortamina ekzojen eklenmesi ile tiimor hiicrelerinin
biiylimesini sinirlandirabilir ve G1/S gegisinde gdgiis kanseri hiicre dizilerinin (MDA-MB-

231) hiicre dongiisiiniin durdurdugu ¢alismalarca kanitlanmistir (Damiens ve ark. 1999).

Oral olarak uygulanan holo-bLf, doza bagimli olarak, kemoterapi ile birlikte 6nemli
Olciide daha yiiksek kanser hiicresi 6liimii (apoptoz) ve farelerde sitotoksisiteye yol acan
meme kanseri tedavisinde kullanilan ilaglarin kemoterapétik etkilerini gelistirdigi deneylerle
gosterilmistir (Sun ve ark. 2012). Kanser tedavisinde bu proteinin kullanimini igeren klinik
deneyler devam etmektedir ve bilinen antikanser ilaglarla karsilastirildiginda Lf ve
tiirevlerinin nispeten diislik sitotoksisitesi, etki mekanizmalar1 hakkinda veri eksikligi ile
birlikte muhtemelen kanser tedavisinde klinik kullanimin tesvik edilmesine yol agmaktadir
(Giansanti ve ark. 2016).

2.4. Farkh Siitlerdeki Laktoferrin Miktar1 Uzerine Yapilan Arastirmalar

Roberts ve Boursnnell (1975), izole edilen protein miktarma dayali olarak laktoferrin

miktarinin, tiim siit konsantrasyonuna oranim1 6 mg.mL™ olarak tespit etmislerdir.

Laurie ve Bo (1986), maymun ve insan siitlinde rocket immunoelectrophoresis ile
laktoferrin miktar belirlemesi amaciyla yaptiklari ¢aligmada, ortalama Lf degerini maymun
siitiinde 1,73 mg.mL™ ve insan siitiinde isel,82 mg.mL™" diizeyinde belirleyerek maymun ve

insan siitiiniin benzer laktoferrin konsantrasyonlarina sahip oldugunu géstermislerdir.

Dogumdan sonra 30 giin boyunca manda, inek (yerel, friesian, Brown-swiss irklart)
keci, koyun (rahmani ve ossemi irklari1) ve deve siitlerinin laktoferrin konsantrasyonlar1 SDS-
PAGE ile saflastirilmis ve RP-HPLC'de incelenmistir. Manda siitlerinde 0-2. giin arasinda
2,10 mg.mL'1 olarak belirlenirken 15-30. giinler arasinda ise bu deger 0,05 mg.mL'1 olarak
belirlemistir. Inek siitlerinde ise bu degerlerin yerel irkta 0,84 mg.mL'1 (0-2. giin), 0,08
mg.mL™ (15-30.giin), friesian irkinda 4,21 mg.mL™? (0-2.giin), 0,28 mg.mlI™ (15-30.giin),
Brown-swiss 0,64 mg.ml™ (0-2.giin), 0,07 mg.mL™ (15-30.giin) olarak; kegi siitlerinde 3,10
mg.mL™* (0-2.giin), 0,17 mg.mL™ (15-30.giin) degerinde; Rahmani 1rki koyun siitlerinde 1,56
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mg.mL™ (0-2.giin), 0,14 mg.mL™ (15-30.giin), Ossemi 1rk1 koyun siitiinde 0,8 mg.mL™ (0-2.
giin), 0,09 mg.mL™ (15-30.giin); deve siitlerinde ise 5,10 mg.mL™ (0-2. giin), 2,48 mg.mL™
(15-30. giin) olarak bulunmustur (El1-Gawad ve ark. 1996).

Gicianti ve ark. (2013) Laktasyon periyodu siiresince manda siitlerinde laktoferrin
iceriginin belirlenmesi amaciyla 225 manda siitii ile yaptiklart g¢alismada laktoferrin
konsantrasyonunu SDS-poliakrilamide jel elektroforezi ile 0,030 g.kg™ ile 0,813 g.kg™
arasinda degistigi ortalama olarak ise 0,332+0,165 g.kg™ olarak tespit etmislerdir. ilk 50-60.
giinlerde de Lf miktarinin en diisiik diizeyde (0,207+0,173 g.kg™) oldugunu tespit etmislerdir

Laktasyon sonunda ise en yiiksek degerine ulastigi (0,503+0,135 g.kg™) belirlenmistir.

Ankara tiftik kegilerinde ELISA yontemi ile laktasyon siiresince ortalamalaktoferrin
miktarlari siitte 39,43 ile 63.97 pg.mL™, seumda ise ve 2,17-3,08 pg.mL™ arasinda degisim
gosterdigi tespit edilmistir (Avci ve Sel 2004).

Adam ve ark.(2008), tarafindan yapilan ¢alismada ineklerin dogumdan sonraki belirli
zaman araliklarinda (1, 6, 12, 24, 36, 48, 60 ve 72 saat) toplanan kolostrum siit drneklerine
gerekli on islemler yapildiktan sonra UV-VIS detektori, ile birlestirilen sivi kromatografi
(LC-UV-VIS ) ile analiz edilerek, laktoferrin konsantrasyonu kolostrum siitlerinde 0,5 g.L™*
ile 1,1 g.L™ arasinda oldugu rapor edilmis ve ortalama konsantrasyonun ise 0,6 g.L ™" olarak
hesaplanmistir. En yiiksek laktoferrin konsantrasyonu ise dogumdan 24 saat sonra toplanan

numunede belirlemislerdir.

Drackova ve ark (2009).cig ve teknolojik islem uygulanmis siitlerdeki degisimi
incelemek amaciyla, laktasyon boyunca 24 adet ¢ig keci siitii 6rnegi ve 24 adet pastorize ke¢i
stitli 0rnegi almig, PR-HPLC ile lactoferrin miktarlar1 belirlemislerdir. Yapilan ¢alismada ¢ig
kegi siit 6rneklerinde en yiiksek laktoferrin konsantrasyonu 149+19 pg.mL™ iken en diisiik
konsantrasyon 98+170 pg.mL™ ortalama laktoferrin konsatrasyonu 120+18 pg.mL™ olarak
bildirilmistir.. Pastdrize (72°C, 20 s) edilmis kegi siitlerinde ise en yiiksek konsantrasyonun

103£17 ug.mL'1 en diisiik konsantrasyon 87+12 ug.mL'1 olarak belirlenmistir.

Yapilan bir calismada Laktasyonun 100. ve 200. giinleri arasindaki farkli inek
irklarindan alinan siit 6rneklerinin laktoferrin diizeyleri RP-HPLC ile belirlenmis, laktoferrin
konsantrasyonlar1 Polish kirmizi ineklerin 128,7 mg.L™, beyaz sirth (Whitebacked) ineklerin
1152 mg.L™", Polish Kizil-beyaz ineklerin 120,9 mg.L™, beyaz Holstein-Friesian inek
stitlerinde 91,4 mg.L'1 olarak belirlemislerdir (Krol ve ark 2010).
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Jersey ve Polish Holstein—Friesian irklarina ait dogumdan sonraki 1 saat iginde ilk
sagim yapilmis ve 256 kolostrum siit 6rneginde ELISA ile belirlenen laktoferrin igerigi,
Jersey 1rkina ait siitlerde Lf miktar1 2,65 mg.mL™ olarak, Polish Holstein—Friesian da ise 1,36

mg.mL™ olarak tespit edilmistir (Sobczuk-Szul ve ark. 2013).

Yapilan bir baska ¢alismada ise, saglikli ve enfekte olmus hayvanlardaki degisim
gbzlenmek amaci ile, 20 saglikli koyun ile 23 mastitisli koyun siitlerinde ELISA ile
laktoferrin igerigi belirlenmistir. Kontrol grubunda Lf konsatrasyonu 16,84+1,29 pg.mL™,
mastitisli grupta ise 23,98+3,45 ug.mL’l, olarak belirlenmistir (Nisbet ve ark 2013).

Keci (Peranakan Etawah, Saanen ve jawarandu) kolostrum siitlerinde dogumu takiben
ilk 8 giin (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7. ve 8. giin) siiresince SDS-PAGE yontemiyle laktoferrin
miktarlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan caligmada, 1.ve 8. giin laktoferrin miktarlar
sirastyla, Peranakan Etawah 156,36+107,66 mg.L™ - 41,24+1,22 mg.L™ Saanen 207,39+58,94
mg.L™? - 32,25+2,20 mg.L™" ve Jawarandu 197,39+58,94 mg.L™" - 25,22+2.21 mg.L" olarak
tespit etmislerdir (Rachman ve ark 2015).

Hayvan beslenmesinin laktoferrin iizerine etkisi gdsterilmek amaciyla Intensive sistem
ve konvensiyonel sistem de laktasyon 1(<120), 11(121-200), 111(201-305) siiresince 1846 adet
inek siitiinde laktoferrin miktar1 degisimi RP-HPLC ile belirlenmistir. Intensive sistemde, I.
laktasyonda 103,47 mg.L™?, II. laktasyonda 110,92 mg.L*ve I11. laktasyonda 112,48 mg.L™
olarak, ortalama 109,5 mg.L Yolarak belirlenmis olup, konvensiyonel sistemde I. laktasyonda
112,68 mg.L™, 11. laktasyonda 122,13 mg.L™?, 11l. laktasyonda134,28 mg.L™ ortalama 123,05
mg.L ?olarak belirlenmistir (Brodziak ve ark 2015).

Mevsimlerin degisimlerinin etkisinin belirlemek amaciyla Ilkbahar, yaz ve kis
donemlerinde 40'ar adet inek siitii laktoferrin miktar1 ELISA ile yapilan ¢aligmada, ilkbahar,
yaz ve sonbaharda laktoferrin miktar1 sirasi ile 0,12+0,01 mg.mL’l, 0,03+0,01 mg.mL'lve
0,0340,01 mg.mLolarak belirlenmistir. Saglikli ve hasta hayvanlardan alinan siit
orneklerinde ise Lf miktar1 sirasiyla 0,03+0,01 mg.mL'l, 0,08+0,01 mg.mL'loIarak

belirlenmistir (Museyeva 2016).

Yapilan bir baska ¢aligmada, ilk laktasyondan rastgele 10 inek siitii toplanarak HPLC
ile laktoferrin miktarlar1 tespit edilmistir. kolostrum siitinde 732,78+28,03 ug.mL™ 2. hafta
604,60+23,94 pg.mL™ 4. hafta 541,11+19,20 pg.mL™ 6. hafta 402,67+17,87 ug.mL™ 8. hafta
350,31+16,24 pg.mL™* olarak bulunmustur (Alkudsi ve Hussein 2016).
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3. MATERYAL VE METOD

3. 1. Materyal
3.1.1. Manda Kolostrum ve Laktasyon Siit Ornekleri

Arastirma materyali olan manda kolostrum siitii ile manda laktasyon siitii, Istanbul
Silivri-Catalca bolgesinde yetistirilen bakim ve besleme kosullari bakimindan benzer,
dogumdan itibaren 150 giin takip edilen 20 bag mandadan temin edilmistir. Kolostrum siitii
mandanin dogumundan itibaren 7 giin siire ile, laktasyon siitii ise 30. giinden itibaren ayda bir
kez olmak iizere 150 giin (5 ay) diizenli olarak sabah sagimindan 100 mL’lik kaplara alinarak
soguk zincir icinde Namik Kemal Universitesi Gida Miihendisligi Laboratuarina getirilmistir.
Kolostrum ve laktasyon siit 6rnekleri iki kisma ayrilarak 1. Kisimda kimyasal analizler
yapilmak iizere, siitler su banyosunda 40°C’de 1sitildiktan sonra kuru madde, yag, protein ve
laktoz degerleri tespit edilmistir. 2 kisim siit (50 mL) ise laktoferrin analizi yapilmak iizere -

20°C’de dondurarak muhafaza edilmistir.

3.1.2. Arastirmada Kullanilan Alet ve Ekipmanlar

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan alet ve ekipmanlar

pH Metre Hanna Instruments

Derin dondurucu (-20°C) Ugur

Manyetik Karistirici-Isiticilt Heidolph/ MR-Hei-Standard

Vortex Firlabo

Gerber Santrifijj Funke

Sogutmali Santrifiij Universal 32R Hettich Centrifuge, Germany
Mikropipet Microlit

Deiyonize su cihazi Millipore

Yiiksek Basingl Sivi Kromatografisi HPLC | Shimadzu Japonya

Otomatik numune 6rnekleyici SIL-20AC

Dedektor Shimadzu UV dedektor SN: L201353

C18 Analitik kolon Intersil ODS-3, 4,6 x 250 mm, 5 pm ID
HPLC viali Amber renkli mavi kapakli (2mL’lik)
Seliiloz asetat membran filtre porcap1 0,22um, Millipore, Fransa
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3. 1. 3. Arastirmada Kullamlan Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Formiilii Firma Katalog No.
SuLfiiriik asit (%98) H,SO4 Merck 0007664939
Sodyum Hidroksit NaOH Merck 0001310732
Asetonitril CH5CN Merck 0000075058
Triflorasetikasit CF;COOH Merck 0000076051
Hidroklorik asit (%37) HCL Merck 0007647010
Laktoferrin Standardi (L9507-50MG) Sigma Adrich 146897689

3.1.4.Laktoferrin Standardx

Aragtirmada laktoferrin miktarinin belirlenmesinde kullanilan laktoferrin (L9507-
50MG) standardi 50 mg olarak toz formda Sigma Aldrich’den temin edilmis, analize

alinincaya kadar buzdolabi kosullarinda (+4°C) muhafaza edilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Kuru Madde Analizi

Laktasyon ve kolostrum siitlerinin kuru madde igerigi, gravimetrik yontemle sabit

agirliga getirilen kaplara tartilan siitlerin 100£5 "C 'de 1 saat etiivde kurutulmast ile asagidaki

formiil ile hesaplanarak % kuru madde olarak belirlenmistir.

Kurumadde (%)= Kurumadde (g)

Ornek agirhg (g)

X100
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3.2.2. Protein Analizi

Mikro kjeldahl metoduyla belirlenen % azotun 6,38 katsayisi ile ¢arpilarak % protein

olarak asagidaki formiille hesaplanmistir.

[0,014 X N x (V1 —V2) X 100]

%N =
% M

V1 = Titrasyonda harcanan HCI asit ¢ozeltisi in hacmi (mL)

V2 = Sahit deneyde titrasyonda harcanan HCI asit ¢ozeltisinin hacmi (mL)
N = Ayari yapilan hidroklorik asit ¢dzeltisinin derisimi (mL)

M = Alinan 6rnegin agirligi (g)

3.2.3. Yag Analizi

Manda siitlerinde % yag miktar1 gerber metoduna gore, biitirometre igerisine konulan
11 ml siit iizerine yogunlugu 1,820 g/cm® siiLfiirik asitten 10 mL ve 1 mL saf amil alkol ilave
edilerek, 1200 devirde 5 dakika santrifiij edilerek biitirometre skalasindan okunan yag miktari

% olarak degerlendirilmistir.
3.2.4. Laktoz Analizi

100 mL'lik balon jojeye 75 g manda siitii alinarak proteinleri ¢oktiirmek amaciyla 2
mL karez 1 ve karez 2 ¢ozeltilerinden ilave edilmistir. Daha sonra 1 mL laktik asit ilave edilip
su ile hacim 100 mL'ye tamamlanmstir. Iyice karistirildiktan sonra siizge¢ kagidindan
siiziilen, siiziintiiden 200 mm'de polarimetrede laktozun ortalama spesifik 52.53" ¢evirme agist

kullanilarak asagidaki denklem ile hesaplanmistir.

ax 100

Laktoz = —52’53 v

a= okunan ¢evirme agist
3.2.5. Asitlik (pH) Analizi

Manda siit 6rneklerinin pH degerleri oda sicakliginda dijital pH-metre (HANNA tipi
HI 211, Microprocessor pH meter, Germany) kullanilarak pH elektrodunun siit 6rneklerine

daldirilmasi ile belirlenmistir.
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3.2.6. Titre Edilebilir Asitlik (% LA) Analizi
Manda siit drneklerinin titre edilebilir asitligi, % laktik asit cinsinden fenoLftalein
indikatorii esliginde 0,IN NaOH ile titre edilerek AOAC 945.46 (2007)’ye gore

belirlenmistir.

L VXN x 0,09
Asitlik (%) = m x 100

V: Titrasyonda harcanan alkali (mL),
N: Alkalinin normalitesi,

E: Laktik asidin miliekivalan agirligi,
M: Alinan 6rnek miktar1 (mL)

3.2.7. Manda Kolostrum ve Laktasyon Siitiinde Laktoferrin Miktarinin HPLC ile

Belirlenmesi

3.2.7.1.HPLC Sartlan

Laktoferrinin kromatografik analizi UV dedektorlii (Shimadzu UV dedektor SN:
L201353), otomatik enjektorlic  (SIL-20AC) ters fazli Yiiksek Performansli Sivi
kromotografisi (Reversed-Phase High-performance liquid chromatography (RP-HPLC))
(Shimadzu, Japonya) sistemi ile Inertsil ODS-3 C18 RP-HPLC kolon (4,6 cm x 250 mm x 5
um patikiil biiyiikliigii) kullanilarak 40°C’de 205 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmistir. Mobil
faz olarak; Mobil faz A: % 90 ultra saf su,% 10 asetonitril ,% 0,1 trifloroasetik asit (TFA),
Mobil faz B: % 90 asetonitril,% 10 ultra safsu ve % 0,1 TFA kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi
standart ve numune ¢ozeltileri igin 20 pl, akis oran1 1,0 mL.dk™ olarak ayarlandi HPLC mobil

faz akis profili Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge3.3. HPLC mobil faz akis profili

Zaman (dk) Mobil faz A (%)* Mobil faz B (%)* Akis hizi (mL.dk™)

0-1 80 20 1

5 70 30 1

10 50 50 1

15 30 70 1

20 50 50 1
*A: water/acetonitrile/trifluoroacetic acid (90:10:0.1)
*B: water/acetonitrile/trifluoroacetic acid (10:90:0.1)
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3.2.7.2.Standart Laktoferrin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Laktoferrin tayini i¢in kromatografik sistemin kalibrasyonu dis standart yontemle
(external standard method) gergeklestirilmistir. Bu amagcla, sigir laktoferrin standardi (L 9507-
50 MG) Sigma Adrich (USA) temin edilmistir. Bu standartdan ultra saf su ile ¢oziindiiriilerek
10, 50, 75, 100 ve 125 mg.L'l olmak tizere 5 farkli konsantrasyonlarda hazirlanan laktoferrin
cozeltileri siringa yardimiyla 0,22 pum’ lik selilloz asetat membran filtreden gecirilerek

standart kalibrasyon kurvesi i¢in HPLC’ye verilmeye hazir hale getirilmistir.
3.2.7.3.Kalibrasyon kurvesinin hazirlanmasi

Laktoferrin kalibrasyon kurvesinin ¢izilmesi, hazirlanan standartlardan 20 pl, HPLC
enjektorii ile ¢ekilerek cihaza 3’er kez verilmesi sonucu alikonma zamanlart ve her bir
konsantrasyona karsilik gelen pik alanlar1 cihazin yazilimi (Yazilim Labsolution) araciligi ile

belirlenerek hazirland.
3.2.7.4.Laktoferrin Belirlenmesi ve Orneklerin Hazirlanmasi

Manda kolostrum ve laktasyon siit 6rneklerinin hazirlanmasi ve UV detektorlii ters faz
Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (RP-HPLC) ile laktoferrin miktar tayini igin &rnek
hazirlamasi Krol ve ark (2012) gére modifiye edilerek yapildi. Bu amagla -20°C’de depolanan
kolostrum ve laktasyon siit ornekleri bir gece boyunca 4°C’de bekletilerek ¢6ziinmeleri
saglandi. Daha sonra yagin ayrilmasi i¢in 50 ml’lik falkon tiipiine 40 ml siit 6rnegi alinarak
4000 rpm' de 20 dk 4 °C de santrifiij (Universal 32R Hettich Centrifuge, Germany) edildi,
olusan yag tabakasi spatula ile ayrildi. Elde edilen yagsiz kolostrum ve laktasyon siit
orneklerinde kazeinin ¢oktiiriilmesi i¢in pH 4,6’ya kadar kademeli olarak 1 N HCL ilave
edildi. Oda sicakliginda 1 saat bekletilerek kazeinin ¢Okmesi saglandi. Daha sonra
siipernatantdan (serum) 20 mL alinarak 10.000 rpm de 4 °C de 30 dk santrifiij edildi. pH’s1
IN NaOH ile pH 7’ye ayarlanarak 0.22 pL seliilloz asetat filtrelerden (Milex, Millipore
Millex, Bedford, MA, USA) gecirildi, viallere alinarak enjeksiyon asamasina kadar -20°C’de

muhafaza edildi.

3.2.8. Metod Validasyon Parametreleri

Metodun validasyonu dogruluk, geri kazanim, kesinlik, dogrusallik, tespit (LOD)

limiti ve tayin (LOQ) limiti parametreleri géz Oniinde bulundurularak yapilmistir (FDA,
2014)
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Dogrusallik (Linearity): Metodun dogrusalligt ve araligi degerlendirmek igin,
laktoferrinin bes farkli konsantrasyonlar1 (10, 50, 75, 100 ve 125 mg.L'l) hazirlanan ve her bir
standart licer tekrar ve her bir tekrar iiger defa okutularak ardisik olmayan ti¢ farkli giinde

konsantrasyona karsi alan grafigi elde edilerek dogrusallik test edilmistir.

Dogruluk (Accuracy): Metodun tespit limitinde ve daha yiiksek diizeyde olmak iizere
iki dogruluk seviyesi belirlenerek her bir konsantrasyon i¢in ortalama, standart sapma ve bagil

hata degerleri hesaplanarak belirlendi. (n=10)

Geri kazanmim (Recovery): Standart laktoferrin ve Ornegin zenginlestirilmesi ile

yapilan % geri kazanim degeri olan % R asagidaki formiille hesaplanmistir.

Lo_L
T %100

R(%) =
A

Ly=Standart eklendikten sonraki toplam Laktoferrin konsantrasyonu

Ls=Siit 6rnegindeki Laktofeerin konsantrasyonu

L=llave edilen Laktoferrin konsantrasyonu

Kesinlik (Precision): Bes farkli konsantrasyondaki laktoferrin standart solusyonunun
tic'er kez cihaza enjekte edilmesiyle kaydedilen pik alanlarindan her bir konsantrasyon igin
%RSD (Relative Standard Deviation ) degeri asagidaki formiil ile hesaplanarak belirlendi.

Standart sapma

%RSD = x 100
Ortalama

Tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ): Tespit limiti LOD ve tayin limit LOQ'lar1
laktoferrinin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri analiz edilerek ve sinyal-giiriiltii orani
(S/G) olgiilerek belirlenmistir. LOD igin S/G oranimi 3 kat1 alinarak, LOQ i¢in S/G oraninin

10 kat1 alinarak agagidaki formiiler ile hesaplanmigtir

Sinyal

LOD = 3x ———
Girtlti

LOO = 10 Sinyal
O =10 i

Hesaplama: Manda kolostrum ve laktasyon siit 6rneklerinden 0,22-ul seliiloz asetat
filtrelerden gegirilirek hazirlanan siiziintiide laktoferrin miktari, standart c¢ozelti ve

numunelerin pik alanlar1 karsilastirilarak hesaplanmugstir. Ornekteki laktoferrin pikinin alani,
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standart ile oranlanarak miktar tayini yapildi. Laktoferrin miktar1 rneklerde mg.L™ cinsinden

asagidaki formiille hesaplandi.

An

X CS
Ag

Laktoferrin (mg.L™1) =

A= Siit 6rnegine ait laktoferrin pikinin alan
As- Standart laktoferrin ¢ozeltisine ait laktoferrin pikinin alani
Cs= Standart laktoferrin ¢ozeltisinin konsantrasyonu

3.3.Verilerin Degerlendirilmesi
Analiz verilerinin ortalama + standart sapma degerleri 15.0 paket programi

kullanilarak yapilmstir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Kolostrum Siitii Analiz Sonuclari
4.1.1. Kolostrum Siitii Kuru Madde Analiz Sonuglar:

1-7 giin arasinda alinan manda kolostrum siitleri % kuru madde igerigindeki degisimi
Cizelge 4.1. 'de, grafik ise e Sekil 4.1. 'de verilmistir. Kolostrum siit 6rneklerinin en yiiksek
ortalama kuru madde degeri 1. giinde bulunurken (% 22,24), en diisiikk 7. giinde % 16,59
olarak belirlenmistir. Genel olarak manda siitii 6rnekleri kuru madde igerigi % 15,00 ile %

25,20 arasinda degisim gostermistir.

Coroian ve ark. (2013), kolostrum siitlerinde (1.-7. giin) yaptigi ¢alismada, yaz
mevsiminde kolostrum siitiiniin 1. giiniinde kuru madde miktar1 % 25,31 olarak bulurken 7.
giiniinde % 19,01 olarak tespit etmiglerdir. Kis mevsiminde ise bu degerler kolostrumun 1.
giiniinde % 25,25 bulunurken 7. giiniinde % 18,97 olarak belirlemislerdir. Yaptigimiz analiz

sonuclari benzer bulunmustur.

Cizelge 4.1. Kolostrum siitii kuru madde sonuglari (%)

Giinler Maksimum Minimum Ortalama
1 25,20 20,01 22,24+1,77
2 20,36 15,90 18,04+1,65
3 18,90 15,00 17,06+1,09
4 18,52 15,69 17,05+0,92
5 19,42 16,14 17,25+0,98
6 18,97 15,61 16,98+1,01
7 18,02 15,18 16,59+0,96
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Kuru madde (%0)
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21,60 -

20,20 -
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16,00 - é—
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Kolostrum Siiresi (giin)

4

Sekil 4.1. Kolostrum siitii kuru madde degerleri
4.1.2. Kolostrum Siitii Toplam Protein Analiz Sonuc¢lar:

1-7 gilin arasinda alinan manda kolostrum siitlerinin % toplam protein igerigindeki
degisimi Cizelge 4.2. 'de verilmistir. Kolostrum siit 6rneklerinin en yiiksek ortalama toplam
protein degeri 1. glinde bulunurken (% 12,92), en diisiik 7. giinde (% 5,04) belirlenmistir.
Genel olarak kolostrum siit 6rnekleri toplam protein igerigi % 14,57 ile % 4,41 arasinda
degisim gostermistir. Kolostrum siit 6rneklerinin % toplam protein igeriklerine ait grafik ise

Sekil 4.2.'de verilmistir.

Cizelge 4.2. Kolostrum siitii protein sonuglari (%)

Giinler Maksimum Minimum Ortalama
1 14,57 11,30 12,92+1,30
2 6,45 5,37 5,87+0,38
3 5,85 4,76 5,36+0,38
4 591 4,83 5,40+0,36
5 5,86 5,02 5,28+0,27
6 5,83 5,01 5,27+0,26
7 5,86 4,41 5,04+0,46
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Sekil 4.2. Kolostrum siitii protein degerleri

Yapilan ¢alismalarda, Abd El -Fattah ve ark. (2012), Manda siitii kolostrumunda ilk 14
giinii incelemisgler ve incelemeler sonucunda toplam protein miktarini ortalama olarak %
13,46 olarak bildirilmislerdir. Muhammed (2009)'in yaptig1 ¢calismada, kolostrum 1. giiniinde
toplam protein % 17,36 iken 7. Gliniinde, % 4,84 olarak tespit etmistir.

4.1.3. Kolostrum Siitii Yag Analiz Sonuglar

1-7 giin arasinda alinan manda kolostrum siitlerinin % yag icerigindeki degisimi
Cizelge 4.3. 'de verilmistir. Kolostrum siitlerindeki % yag degerleri % 8,90 ile % 5,17

arasinda degisim gostermektedir.

Cizelge 4.3. Kolostrum siitii yag sonuglart (%)

Giinler Maksimum Minimum Ortalama
1 7,34 5,88 6,59+0,46
2 8,90 6,78 7,54+0,84
3 7,58 5,28 6,47+0,65
4 6,60 5,57 6,14+0,39
5 6,80 5,64 6,20+0,39
6 6,58 5,24 6,05+0,48
7 6,49 5,17 5,81+0,50
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Sekil 4.3. Kolostrum siitii yag degerleri

Kolostrum siit 6rneklerinin en yiiksek ortalama yag degeri 2. giinde bulunurken (%
7,54), en disiik 7. giinde (% 5,81) olarak belirlenmistir. Kolostrum siit 6rneklerinin ortalama

% yag iceriklerine grafik ise Sekil 4.3. 'de verilmistir.

Ashmawy (2015)'in yaptig1 ¢aligmada, 1.glin kolostrum siitiinde toplam yag % 6,32
bulunurken dogumdan 1 hafta sonra toplam yag miktar1 % 6,61 olarak tespit etmistir. Singh
ve Pathak (2013)'in yaptigi calismada sabah siitiiniin 1. giinde toplam yag % 5,53 olarak
bulunurken 7. giinde % 6,76 olarak tespit edilmis, genel olarak ortalama yag miktar1 % 4,54 -
% 8,76 olarak bildirilmistir.

4.1.4. Kolostrum Siitii Laktoz Analiz Sonuclari

Manda kolostrum siit 6rneklerinin 1-7 giin arasinda % laktoz icerigindeki degisimi
Cizelge 4.4. 'de verilmistir. % laktoz miktarlar1 % 4,97 ile % 1,73 arasinda degismektedir.
Kolostrum siit o6rneklerinin en yiiksek ortalama % laktoz degeri 7. giinde bulunurken (%
4,63), en diisiik 1. giinde (% 2,30) olarak belirlenmistir. Genel olarak manda siitii 6rnekleri
laktoz igerigi % 4,97 ile % 1,73 arasinda degisim gostermistir. Manda kolostrum siit

orneklerinin ortalama % laktoz igeriklerindeki degisime ait grafik ise Sekil 4.4. 'de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Kolostrum siitii laktoz sonuglar1 (%)

Giinler Maksimum Minimum Ortalama
1 3,12 1,73 2,30+0,45
2 4,19 3,50 3,91+0,24
3 4,69 3,94 4,32+0,23
4 4,68 4,09 4,42+0,20
5 4,75 4,35 4,53+0,15
6 4,82 4,33 4,58+0,15
7 4,97 4,22 4,63+0,25

Yapilan c¢alismalar dogrultusunda; Abd El -Fattah ve ark. (2012) Manda siitii
kolostrumunda ilk 5. gline kadar laktoz miktarinin arttig1 14. giine dogru ise azalarak normal
slit konsantrasyonuna ulastigin1 belirtmiglerdir. Singh ve Pathak (2013)'in yaptig1 ¢alismada
kolostrum siitiinde ortalama olarak % laktoz miktar1 % 2,54 ile % 4,90 arasinda degistigini
belirtmislerdir. Muhammed (2009)'in yaptigi calisma sonucu % laktoz miktar1 kolostrum
stitlinlin 1. giiniinde % 3,26 bulunurken 7. giiniinde % 4,89 olarak tespit etmislerdir.
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Sekil 4.4. Kolostrum siitii laktoz degerleri
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4.1.5. Kolostrum Siitii pH Asitlik Analiz Sonuclari

Cizelge 4.5. Kolostrum siitii pH asitlik sonuglari

Giinler Maksimum Minimum Ortalama
1 6,10 6,0 6,04+0,03
2 6,17 6,03 6,09+0,04
3 6,28 6,14 6,24+0,04
4 6,38 6,26 6,33+0,04
5 6,47 6,35 6,40+0,04
6 6,51 6,39 6,43+0,04
7 6,55 6,45 6,52+0,03

Manda kolostrum siit 6rneklerinin 1-7 giin arasinda pH icerigindeki degisimi Cizelge
4.5. 'de verilmistir. Kolostrum siit drneklerinin en yiiksek ortalama pH degeri 7. gilinde
bulunurken (6,52), en diisiik 1. giinde (6,04) olarak belirlenmistir. Genel olarak manda siitii
ornekleri pH 6,0 ile 6,55 arasinda degisim gostermistir. Manda siitii 6rneklerinin pH degerleri

degisimine ait grafik ise Sekil 4.5.'de verilmistir.
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Sekil 4.5. Kolostrum siitii pH asitlik degerleri
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Yaz kolostrum siitiinde yapilan ¢aligmalarda, en diigiik pH degeri 1. giin 6,01 olarak
bulunurken en yiiksek 7. giin 6,63 olarak tespit edilmistir Coroian ve ark. (2013). Yine ayni
calismada kis mevsiminde ise kolostrum siitlerinde en diisilk pH degeri 1. giin 6,00 olarak
bulunurken en yiiksek 7. giin 6,55 olarak tespit edilmistir. Yapisan bu calismadan elde edilen

sonuclar1 degerlendirildiginde benzer sonuglara ulagilmistir.
4.1.6. Kolostrum Siitii Titre Edilebilir Asitlik (% LA) Analiz Sonuglar

1-7 giin arasinda aliman manda kolostrum siitlerinin titrasyon asitligi icerigindeki

degisimi Cizelge 4.6. 'de verilmistir.

Cizelge 4.6. Kolostrum siitii titre edilebilir asitlik sonuglart (% LA)

Giinler Maksimum Minimum Ortalama
1 0,1511 0,1510 0,1514+0,003
2 0,1517 0,1508 0,1510+0,0025
3 0,1513 0,1501 0,1505+0,002
4 0,1508 0,1498 0,1501+0,0027
5 0,1472 0,1451 0,1465+0,002
6 0,1450 0,1430 0,1447+0,0018
7 0,1410 0,1350 0,1397+0,002

Siit orneklerinin titrasyon asitligi % 0,1517 ile % 0,1350 arasinda bulunmustur.
Kolostrum siit orneklerinin en yliksek ortalama titrasyon asitlik degeri 1. giinde bulunurken
(% 0,1514) en disik 7. giinde (% 0,1397) olarak belirlenmistir. Genel olarak manda
kolostrum siit drnekleri titrasyon asitligi igerigi % 0,1517 ile % 0,1350 arasinda degisim
gostermistir. Manda siitii 6rneklerinin % titrasyon asitligi igeriklerine ait grafik ise Sekil 4.6.

'de verilmistir.
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Sekil 4.6. Kolostrum siitii titre edilebilir asitlik degerleri
4.2. Laktasyon Donemindeki Siitlerin Kimyasal Analizlerinin Degerlendirilmesi
4.2.1. Laktasyon Siitii Kuru Madde Analiz Sonuclar:

Laktasyon siiresince (30-150. giin) toplanan siitleri% kuru madde sonuglar1 Cizelge
4.7 'de gorildigi gibi, toplam kuru madde en diisiik 30. giinde (% 15,56) en yiiksek 150.
giinde (% 17,73) olarak belirlenmistir. Ortalama % kuru madde degerleri degisimi ise Sekil

4.7.'de verilmistir.

Cizelge 4.7. Laktasyon siitii kuru madde sonuglari (%)

Giinler Maksimum Minimum Ortalama
30 17,06 14,14 15,56+1,06
60 18,25 15,32 16,49+0,97
90 17,86 15,26 16,65+0,98
120 18,03 15,11 16,70+0,97
150 20,13 16,33 15,56+1,06

29



4 )

17.84 -
S 1718 -
[¢b]
O
2
S 16,52 -
2
Z 1586 -

15.20 i

30 60 90 120 150
Laktasyon Siiresi (giin)
_ Y,

Sekil 4.7. Laktasyon kuru madde degerleri

Gliven (2014), laktasyon donemindeki (¢calismadaki mandalar i¢inde en kisa laktasyon
stiresi 150 giin, en uzun laktasyon siiresi 355 giin ortalama laktasyon siiresi 270 giin) olan
manda siitlerinde toplam kuru madde % 18,19 olarak bulmuslardir. Patpanda ve ark. Erken
(<100), orta (100-200) ve geg (>200) laktasyon siiresince kuru madde degerlerinin sirasiyla %
18,7, % 19,02 ve % 19,85 olarak tespit etmislerdir.

Ceron-Munoz ve ark. (2002) laktasyonun degisik aylarinda bulunan 222 bas Murrah
mandasina ait siit kuru madde icerigi % 16,94 olarak bulmuslar ve sonuglar bu ¢alisma ile
benzerlik gostermektedir. Sekerden ve ark. (1999), Anadolu mandalarinda laktasyon siiresince
toplam kuru madde ortalama miktarim1 % 16,6 olarak belirtmislerdir ve calismamizin

sonucuyla benzer 6zellik gostermektedirler.
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4.2.2.Laktasyon Siitii Toplam Protein Analiz Sonuglari

Cizelge 4.8. Laktasyon siitii protein sonuglar (%)

Giinler Maksimum Minimum Ortalama
30 5,37 5,12 5,29+0,09
60 5,28 5,06 5,18+0,06
90 5,33 5,22 5,26+0,03
120 4,82 4,54 4,68+0,08
150 5,37 5,12 5,25+0,07

Laktasyon siitii maksimum, minumum ve ortalama % protein degerler Cizelge 4.8. 'de
verilmistir grafik ise Sekil 4.8’de verilmistir. 150 giinliik laktosyon siiresince manda siitii %
toplam protein degerleri % 5,37 ile % 4,54 arasinda belirlenmistir. Laktasyon siitiindeki
ortalama % toplam protein degeri, en yiiksek 30. giinde % 5,29 olarak, en diisiik ise 120.
giinde % 4,68 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.8. Laktasyon siitii protein degerleri
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Laktasyon siiresince manda siitlerinin bilesiminin belirlenmesine yonelik Pathbandha
ve ark.(2015) tarafindan yapilan calismada, erken laktasyonda % 4,25 orta laktasyonda %
4,24 ve gec laktasyonda % 4,44 olarak tespit etmisler ve ayrica protein konsantrasyonunun

yaz, kis ve yagisli hava durumlarinda miktarinin etkilendigini belirtmislerdir.

4.2.3. Laktasyon Siitii Yag Analiz Sonuglari

Calismada kullanilan manda laktasyon siitlerinin ortalama % yag degerleri Cizelge 4.9
'da, ortalama % yag degerlerine ait grafik ise Sekil 4.9°da verilmistir. Buna gére, manda
laktasyon siitlerinde yag orani en diisiik 30. glinde % 5,80 olarak tespit edilirken en yiiksek
150. giinde % 8,62 olarak tespit edilmistir.

Pathbandha ve ark. (2015) erken, orta ve ge¢ laktasyondaki manda siitlerinin % yag
miktarini sirasi ile % 7,65, % 8,36 ve % 8,92 olarak tespit etmislerdir. Yilmaz ve ark. (2017)
Anadolu mandalarinda yaptig1 ¢aligmada laktasyon basi laktasyon ortasi ve laktasyon sonu %

manda siit yag oranini sirasi ile % 7,65, % 5,91 ve % 8,15 olarak tespit etmislerdir.

Cizelge 4.9. Laktasyon siitii yag sonuglar1 (%)

Giinler Maksimum Minimum Ortalama
30 6,79 5,17 5,80+0,42
60 8,20 6,20 6,70+0,57
90 7,92 6,50 7,34+0,43
120 7,86 7,30 7,57+0,20
150 9,50 7,56 8,62+0,63
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Sekil 4.9. Laktasyon siitii yag degerleri
4.2.4. Laktasyon Siitii Laktoz Analiz Sonugclari

Laktasyon donemindeki manda siitlerinde % laktoz miktar1 Cizelge 4.10. 'da
verilmigtir. Laktasyon donemi manda siitlerinde % laktoz miktar1 en diisiik 150. giinde % 4,65
olarak bulunurken en yiiksek 60. giinde % 5,04 olarak tespit edilmistir. Ortalama olarak %

laktoz degerlerine ait degerler Sekil 4.10.'da verilmistir.

Patbandha ve ark. (2015) jaffrabadi mandalarinda erken orta ve geg laktasyonda laktoz
miktarint % 5,83, % 5,65 ve % 5.51 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.10. Laktasyon siitii laktoz sonuglari (%)

Giinler Maksimum Minimum Ortalama
30 5,38 4,44 5,03+0,29
60 5,38 4,78 5,04+0,20
90 5,47 4,67 5,00+0,27
120 5,34 4,67 4,86+0,22
150 4,92 4,15 4,65+0,25
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Yilmaz ve ark. (2017) Anadolu mandalarinda laktasyon basi laktasyon ortasi ve

laktasyon sonu manda siitlerinde ortalama % laktoz miktarini siras1 ile % 4,65 % 4,57 ve %

Sekil 4.10. Laktasyon siitii laktoz degerleri

4,45 olarak tespit etmislerdir. Calismamiz sonuglarla benzerlik gostermektedir.

4.2.5. Laktasyon Siitii pH Asitlik Analiz Sonuclari

Laktasyon doénemindeki (30., 60., 90., 120. ve 150. giin) manda siitlerinde pH
degerleri Cizelge 4.11.'de, ortalama pH degerlerine ait grafik ise Sekil 4.11'de verilmistir.
Manda laktasyon siitlerinde ortalama en diisiik pH degeri 90. giinde 6,63 olarak bulunurken en

yiiksek pH degeri 120. giinde 6,69 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.11. Laktasyon siitli pH asitlik sonuglari

Giinler Maksimum Minimum Ortalama
30 6,67 6,65 6,66+0,01
60 6,68 6,64 6,66+0,01
90 6,65 6,62 6,63+0,01
120 6,71 6,66 6,69+0,01
150 6,70 6,63 6,67+0,02
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Sekil 4.11. Laktasyon siitii pH asitlik degerleri

Yapilan ¢aligmalara gore, Yilmaz ve ark. (2017) Anadolu mandalarinda laktasyon basi
laktasyon ortasi ve laktasyon sonu sirast ile ortalama pH degerlerini 6,53, 6,76 ve 6,79 olarak
tespit edilmistir. Calismalarimiz sonucunda bulunan sonuglar karsilastirildiginda benzer

sonuglar bulunmustur.

4.2.6. Laktasyon Siitii Titre Edilebilir Asitlik (% LA) Analiz Sonuclar

Laktasyon donemindeki (30., 60., 90., 120. ve 150. giin) manda siitlerinde titrasyon asitligi

miktarlar Cizelge 4.12.'de verilmistir.

Cizelge 4.12. Laktasyon siitii titre edilebilir asitlik sonuglart (%)

Giinler Maksimum Minimum Ortalama
30 0,148 0,144 0,146+0,001
60 0,149 0,143 0,145+0,017
90 0,152 0,141 0,146+0,003
120 0,148 0,140 0,142+0,0011
150 0,149 0,142 0,145+0,006
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Sekil 4.12. Laktasyon siitii titre edilebilir asitlik degerleri

Laktasyon siiresince en diigiik titrasyon asitligi degeri 120. giinde % 0,142 olarak
bulunurken en yiiksek titrasyon asitligi degeri 30. giinde % 0,146 olarak tespit edilmistir.
Ortalama titre edilebilir asitlik degerleri ait grafik ise Sekil 4.12.'de verilmistir.
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4.3. Laktoferrin Standartlarina Ait Degerler

Sigir laktoferrin standartinin 5 farkli konsantrasyonda (10, 50, 75, 100 ve 125 mg.L™)
hazirlanan laktoferrin standart ¢ozeltilerinin her biri siringa yardimiyla 0,22 pm’ lik seliiloz
asetat membran filtreden gecirilerek standart kalibrasyon kurvesi i¢cin HPLC enjektorii ile
cekilerek cihaza 3’er kez verildi. Cihazin yazilimi (Yazilim Labsolution) aracilig: ile dlgiilen
alikonma zamanlar1 ve her bir konsantrasyona karsilik gelen pik alanlarina ait dlglimlerin

ortalamalar1 Cizelge 4.13.’de verilmistir.

Laktoferrin pikinin 1 ml.dk™ akis hizinda alikonma zamani 10.86 dk'da tutarli bir
kromatografik pik gosterdigi belirlenmistir. Laktoferrinin standart 10 ve 50 mg.L‘1

konsantrasyonlar i¢in belirlenen kromotogram Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.”de verilmistir.

Cizelge 4.13. Laktoferrin kalibrasyon kurvesinin olusturulmasinda kullanilan laktoferrin
konsantrasyonlar1 ve pik alanlari

Standart Laktoferrin Standart Laktoferrin Pik
Standart )
Konsantrasyonu (mg.L™). Alani
1 10 698.289
2 50 1.450.823
3 75 2.117.218
4 100 2.716.101
5 125 3.403.052

37



SampleMame  :10
Sample ID 10
Fiename 10

Memod Fliename - Lactfeminlem

ppm
Bhm i
Baich Fliename  :cal.kb
Wialz :

g

= s1-2 Sample : Standard
Injection Volume (20wl Lewa Tipe i 2
Cate DS AZ20T 111242 E%EI'EE!S : Sysiem Adminlstaton
Cate CDEAZAT 133821 E?é" . Shelem AdminksTaior
l—'.ll'
| 1§ 1 Dietecior A 205mm]
2] ! ‘ | 2
] || {
] | | ||
] | '.k‘_ |
I LG
[H—— _ i
; | _\\\\_/ ~— I-""_
] | |
] | II
2] | ||
] ! ||
] ||
-EI!- ||||
————
0,0 Z5 =0 75 100 125 1.0 iTs

min

Sekil 4.13. Laktoferrin standardi i¢in kromatogram (10 mg.L™)
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Sekil 4.14. Laktoferrin standardi i¢in kromatogram (50 mg.L™)
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4.3.1. Kalibrasyon Kurvesi

Sigir laktoferrin standartinin bes farkli konsantrasyonda (10, 50, 75, 100 ve 125 mg.L"
1), hazirlanan, ayn1 kosullarda her konsantrasyondan ii¢ enjeksiyon yapilarak her bir standart
konsantrasyona karsi alan grafigi elde edilerek dogrusallik test edilmistir. Dogrusal olan
kalibrasyon egrisine ait regresyon denklemi, x eksenine konsantrasyonlar, y eksenine pik alani
ortalamalar1 kromatogramdan okunarak belirlenen dogru regresyon denklemi y = 23651 x X +
374227 (n=3) olarak belirlenmistir. Elde edilen dogrudan korelasyon katsayisi (Rz) degeri
0.997 olarak belirlenirken 10-125 mg.L™" araliginda dogrusal iliski gozlenmistir. Her bir
konsantrasyona karsi elde edilen kromatogram alanindan olusturulan standart kalibrasyon

kurvesi Sekil 3.3.’de verilmistir

Calibration Curve

ID# g |
Name :Lac
Ouantitative Method : External Standard
MeanRF: 3.629208e+004 RFSD: 1.876338e+004 RFRSD:51.701

FitType : Linear
ZeroThrough : Not Through
Weighted Regression : None
Detector Name : Detector A

Area

[*1076]

3.5

y=23651.0 *X +374227
3.0

R*=0,997

Alan

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

Laktoferrin konsantrasyonu(mg/L)

Sekil 4.15. Laktoferrin (Lf) i¢in kalibrasyon kurvesi
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4.3.2. Metod Validasyon Parametreleri Degerleri

Metodun validasyonu dogruluk, geri kazanim, kesinlik, dogrusallik, tespit (LOD)
limiti ve tayin (LOQ) limiti parametre degerleri Cizelge 4.14.’de verilmistir.

Cizelge 4.14. Metod validasyon parametreleri

_ Dogruluk | Kesinlik LOD LOQ Geri Dogru

Standart Laktoferrin (%) (%)RSD Kazanmim | salhk
Konsantrasyonu (%) (R?

(mg.L™). 98,3 1,89 1,196 3,624 98,4 0,997

Dogruluk (Accuracy): Yontemle elde edilen sonuglarin gercek degere yakinligini
ifade eden dogruluk orani kabul edilebilir sinirlar i¢inde % 98,3 olarak belirlenmistir (Cizelge
4.14.)).

Kesinlik (Precision): Yontemin kesinligi, “belirlenmis kosullar altinda ayn1 homojen
numunenin ¢oklu orneklemesinden elde edilen bir dizi Ol¢glim arasindaki anlagmanin
yakinlig1” olarak tanimlanan ve normal olarak goreli standart sapma olarak ifade edilen
kesinlik, tekrarlanabilirlik ve ara hassasiyet testlerinin sonucu olarak % 1,89 degeri ile
(Cizelge 4.14.) yontemin kabul edilebilir smirlar iginde oldugu belirlenirken bu degerin %

2’den fazla olmasi istenmemektedir.

Tespit Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ): Laktoferrinin tespit ve tayin
belirlenmesi i¢in ti¢ farkli giinde yapilan tekrar enjeksiyonlari sonucunda elde edilen ortalama
LOD i¢in S/G oranmi 3 kat1 alinarak, LOQ i¢in S/G oranmnin 10 kat1 alinarak hesaplanan
degerler LOD igin 1,196 mg.L™, LOQ igin ise 3,624 mg.L™ olarak belirlenmistir (Cizelge
4.14).

Geri Kazamim (Recovery): Geri kazanim standart laktoferrin ¢alisma cozeltileri
tizerinden yapilarak hesaplanan geri kazanim degerleri % 98,4 olarak belirlenmistir. (Cizelge

4.14.)

Dogrusallik (Linearity): Bir analitik yontemin dogrusalligi, yontemin, belirli bir
aralik dahilinde, analit konsantrasyonu ile dogru orantili olan test sonucglarmni elde etme
yetenegi olarak tanimlanan yontemin dogrusalligi laktoferrin igin 10-125 mg.L™" araliginda R?

0,997 olarak belirlenmistir. (Cizelge 4.14)
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4.4, Kolostrum ve Laktasyon Siitiindeki Laktoferrin Miktarimmin Sonuclar:

4.4.1. Kolostrum Siitii Laktoferrin Analiz Sonuclar

Cizelge 4.15. Kolostrum siitii laktoferin sonuglar1 (mg.mL™)

Giinler Maksimum Minimum Ortalama
1 1,560 1,250 1,421+0,096
2 1,440 1,020 1,341+0,0135
3 1,360 1,190 1,280+0,074
4 1,020 0,850 0,916+0,061
5 0,670 0,490 0,580+0,060
6 0,550 0,380 0,454+0,065
7 0,380 0,220 0,303+0,055

Bagisiklik gelistirici mindr bir protein olan laktoferrinin kolostrum siitlerinde HPLC
ile tespit edilen sonuglar1 Cizelge 4.14'de verilmistir. Cizelge incelendiginde, manda
kolostrum siitlerinde Lf miktar1 1,560 mg.mL™ ile 0,220 mg.mL™" arasinda degistigi
gdzlenmistir. En yiiksek Lf degeri 1. giinde 1,421 mg.mL™, en diisiik deger ise 7. giinde 0,303

mg.mL" olarak tespit edilmistir.

Kolostrum siitlerinde Lf miktar1 7. gline dogru bir azalma gostererek normal siitteki
degerine ulastig1 belirlenmistir. Lf miktarindaki 7 giin siiresince degisimi gosteren grafik

Sekil 4.16'da sunulmustur.

Yapilan benzer ¢alismalar incelendiginde sonuglar arasinda dogrusal bir korelasyon
belirlenmistir. Abd El-Gawad ve ark. (1996), RP-HPLC ile inek, koyun, kegi, manda ve
develerden alinan, kolostrum ve normal siitlerde (0-12. saat, 1, 2, 4, 7, 15 ve 30. giin) Lf
degisimini incelemisler, kolostrum manda siitiinde 0-12. saatte Lf miktarin1 4,8 mg.mL“l, 1.
giin 1,18 mg.mLolarak tespit etmisler 30. giine dogru kolostrum siitindeki Lf diizeyinin

normal siit oranina yaklastigini ve 30. giin 0,30 mg.mL'lolarak tespit etmislerdir.
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Abd El -Fattah ve ark. (2012), misir mandalarinda dogumdan sonra 6.,12., 24., 48.,
72., 96., 120. saat ve 14. giin Lf miktarin1 ELISA ile belirlemis dogumun 1. giiniinde 1,085
mg.mL™?, dogumdan sonra 14. Giine dogru énemli bir sekilde azahgm ve 14 ginde Lf
miktarm1 0,123 mg.mLolarak tespit etmislerdir. Ayrica manda siitiinde dogumun 5.

giiniinden sonra Lf miktarinin % 96,70 oraninda azaldigini belirtmislerdir.

Sekil 4.16. Kolostrum siitii laktoferrin degerleri

4.4.2. Laktasyon Siitii Laktoferrin Analiz Sonuclari

Cizelge 4.16. Laktasyon siitii laktoferrin sonuglar1 (mg.mL™)

Giinler Maksimum Minimum Ortalama
30 0,261 0,240 0,261+0,008
60 0,228 0,211 0,228+0,006
90 0,223 0,207 0,223+0,006
120 0,276 0,259 0,276+0,006
150 0,305 0,290 0,305+0,005
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Sekil 4.17. Laktasyon siitii laktoferrin degerleri

Laktasyon siitlerindeki Lf miktarlar1 Cizelge 4.16.'da verilmistir. Lf miktarlar1 0,305
mg.mlile 0,207 mg.mL*arahginda degistigi belirlenmistir. En yiiksek Lf miktar1 150. giinde
0,305 mg.mL*bulunurken, en disiik 90. ginde 0,223 mg.mL ™ olarak tespit edimistir. Lf

miktarindaki degisimi gosteren degerler ait grafik Sekil 4.17.'de verilmistir.

Giacinti ve ark. (2016) Laktasyon donemindeki 225 adet mandadan siit 6rnekleri
toplanip incelemisler ve bu incelemeler sonunda 1., 2., 3., 4., ve 5. laktasyon da sirasi ile
0,333 g.kg? 0,319 g.kg*, 0,335 g.kg™ 0,342 g.kg™,ve 0,335 g.kg™ olarak tespit etmisler ve
ortalama olarak Lf miktarmi 0,332 g.kg” olarak belirtmislerdir. Calisma sonuglarimiz

benzerlik gostermektedir.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasinda benzer kosullarda yetistirilen manda siitlerinden hem kolostrum
(1, 2, 3,4, 5, 6, 7. giin) hem laktasyon (30, 60, 90, 120, 150. giin) doneminde toplanmak
suretiyle protein, yag, kuru madde, laktoz ve pH kimyasal analizleri gerceklestirilmistir.
Kolostrum siitii ortalama protein (% 12,92+1,30-5,04+0,46), yag (% 5,81+0,50-7,54+0,84),
kuru madde (% 22,24+1,77-16,59+0,96), laktoz (% 4,63+0,25-2,30+0,45), pH (% 6,52+0,03-
6,04+0,03) ve titrasyon asitligi ( % 0,1397+0,002- 0,1514+0,003) olarak tespit edilirken,
laktasyon siitiinde ise, ortalama protein (% 4,68+0,08-5,29+0,09), yag (% 5,80+0,42-
8,62+0,63), kuru madde (% 15,56+1,06-16,70+0,97), laktoz (% 4,65+0,25-5,04+0,20), pH (%
6,63+£0,01- 6,69+0,01) ve titrasyon asitligi (% 0,142+0,0011- 0,146+0,003) olarak

belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarla karsilastirildiginda benzer sonuglar tespit edilmistir.

Lf miktar: ise laktasyon siitinde en yiiksek 150. giinde 0,305 mg.mL*bulunurken, en
diisiik 90. giinde 0,223 mg.mL ™ olarak tespit edimistir En yiiksek Lf degeri 1. giinde 1,421
mg.mL™, en diisiik deger ise 7. giinde 0,303 mg.mL™ olarak tespit edilmistir.

Farkli hayvanlarda yapilan ¢alismalarda laktoferrin miktarlar farklilik gostermektedir.
Drackova ve ark (2009), Kegi siitlerinde yaptiklar: bir ¢alismada en yiiksek Lf miktar1 149
ng.mL™ en diisiik Lf konsantrasyonu 98+170 pg.mL™ olarak tespit etmislerdir. Krél ve ark
(2010) Polish kirmuzi ineklerin 128,7 mg.L™, beyaz sirth (Whitebacked) ineklerin 115,2
mg.L ™, Polish Kizil-beyaz ineklerin 120,9 mg.L™, beyaz Holstein-Friesian inek siitlerinde

91,4 mg.L'l, olarak belirlemislerdir.

Yapilan calismalarda laktoferrin miktarindaki degisimlere, analiz i¢in alinan
orneklerin kosullari, alindigi zamanlar, hayvanin kacinct dogumu oldugu, yaz ya da kis

aylarina denk gelen dogumlar gibi faktorlerin neden olabilecegi belirtilmistir.

Bu calismada diger biiyiikbas hayvanlarla karsilastirildiginda besleyici yonii daha
fazla olan manda siitii segilmis ve Lf miktar1 tespit edilmeye c¢alisilmigtir. Lf kaynagi
bakimindan tespit edilen degerlerle yola ¢ikildiginda laktasyon siitiine gore kolostrum siiti
bunu saglamaktadir. Bu g¢alisma aymi zamanda, Lf'nin daha ¢ok calismada yer almasi

amaciyla ve de ileride yapilacak olan ¢aligmalara konu olmasi i¢in 151k tutmaktadir.
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