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OZET

SUTTE PLAZMIN VE KiMOZIN AKTIiVITESIi UZERINE BAZI
FENOLIK BILESIKLERIN ETKISi VE SURECLERE
UYARLANABILIRLiGI

Seda ELIKOGLU

Doktora, Gida Miihendisligi Boliimii
Tez Damismani: Prof. Dr. Halil VURAL

Ocak 2021, 95 sayfa

Fenolik bilesikler, epidemiyolojik arastirmalarla kanitlanan saglik iizerine olumlu
etkilerinden dolay1 gida bilimi ve teknolojisi alaninda da son yillarda gittik¢e artan bir
ivme ile arastirtlmaya devam etmektedir. Yogurt, dondurma ve peynir gibi bir¢ok siit
iiriiniinde gerek kaliteyi gelistirmek, gerekse de iirlinlere fonksiyonellik katmak amaci ile
polifenollerin kullanilmasina yonelik c¢alismalar mevcuttur. Fenolik bilesiklerin ¢esitli
enzimlerin inhibisyonuna yol actig1 da bir¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir.
Ancak, siit endiistrisi i¢in Onem tasiyan proteolitik enzimler ile polifenollerin
etkilesimleri ve bu etkilesimlerin dogurdugu sonuglar iizerine ¢ok az calisma

bulunmaktadir.

Bu tez caligmasi kapsaminda plazmin ve kimozin enzimleri ile fenolik bilesiklerin
etkilesimleri molekiiler diizeyde incelenerek olasi enzim inhibisyonlar1 degerlendirilmis
ve enzim aktivitesinde meydana gelen degisimlerin peynir yapimi ve olgunlagtirma

stireglerine etkisi tartisilmistir. Calismadan elde edilen bulgular ile, kimozin enzimi ile



fenolik bilesiklerin enzim inhibisyonuna yol agacak giigte interaksiyona giremedigi ve
/veya olast etkilesimlerin kimozinin korunakli aktif bolgesinde konformasyonal
degisiklige yol agmamasi nedeniyle inhibisyon goriilmedigi sonucuna ulagilmistir. Bunun
yant sira, caligmada kullanilan fenolik bilesiklerden epikatesin gallat (ECG),
epigallokatesin gallat(EGCG), kuersetin (QUER), myrisetin (MYR), ve kurkuminin
(CURC) plazmin enzimini %60, 86, 65, 90, 52 oraninda inhibe ettigi, siit proteinleri
varliginda ise inhibisyon oranlarinin sira ile %35, 47, 44, 46 ve 40’a diistiigli gézlenmistir.
Yiirtitiilen kalorimetrik ve spektroskopik calismalar ile, plazmine kars1 inhibitor 6zellik
gosteren flavonoidlerin, H-baglar1 ve elektrostatik etkilesimlerin baskin oldugu
interaksiyonlar ile plazmine baglanarak, plazminin dogal haldeki baskin diizensiz yapisini
daha diizenli ikincil yapilara dogru degistirdigi belirlenmistir. Inhibisyon kinetikleri
incelendiginde EGCG, QUER ve MYR’in yarismasiz; ECG ve CURC’in ise karigik tip

inhibisyona yol ac¢tig1 bulunmustur.

Model sistemlerdeki denemelerin ardindan, peynir yapimi ve olgunlastirma stirecinde
yiiriitiillecek denemeler i¢in yesil cay ekstraktinin (YCE) kullanilmasina karar verilmistir.
Peynir yapimi siirecinde kimozin ile pihtilasma kinetiklerinin eklenen yesil ¢ay
fenoliklerinden etkilendigi ve pihtilagsmanin ilk asamasi olan enzimatik faz siirecinde
kazeinomakropeptit (CMP) olusum hizinin yesil ¢ay fenolikleri varliginda diistiigi
belirlenmigtir. Ayrica koagiilasyonun ikinci asamasinda (flokiilasyon fazi), misel
agregasyonunun Yyesil c¢ay ekstrakti ilavesi ile yavasladigi dinamik 1s1k sagilimi

spektrofotometresi (DLS) ile belirlenmistir.

Peynir yapimi asamasinda siite ilave edilen plazmin, olgunlasma siirecinde YCE
ilavesinden etkilenmemis; buna karsin kimozin aktivitesi YCE’li peynirlerde kontrol
peynir Orneklerine oranla daha diisiik seviyede seyretmistir. Peynir Orneklerinde
olgunlasmanin belirteci olarak nitelendirilebilecek pH 4.6’da ¢Oziiniir azotlu madde
analizlerinden elde edilen sonuglar, YCE’li peynir orneklerindeki birincil proteolizin
kontrol 6rneklere gore istatistiksel olarak 6nemli dl¢iide diisiik oldugunu gostermektedir.
Bu verilerin yanisira, olgunlagma siirecinde siitiin asal proteinlerinden os1-kazeinin
hidrolize ugrama hizinin YCE’li 6rneklerde daha yavas oldugu, B-kazein hidrolizinde ise
kontrol ve YCE’li ornekler arasinda dnemli bir fark olmadig: tire-PAGE analizleri ile
belirlenmistir. Olgunlagma siirecinde kazeinlerin proteolizi ile agiga ¢ikan peptitlerin RP-

HPLC ile izlenen profilleri degerlendirildiginde, YCE ilavesinin ekstra peptit olusumuna

il



yol agmadig1 ancak bazi peptitlerin olusum hizin1 yavaslattigi sonucuna ulagilmistir.
Boylelikle, peynirlerde plazmin ve kimozin aktivitesi sonucu elde edilen verilerin de

proteoliz siireci ile paralellik gosterdigi belirlenmistir.

Calisma kapsaminda fenolik bilesiklerin kimozin ve plazmin aktivitesi tizerine etkileri
model sistemlerde molekiiler diizeyde tanimlanmis, ancak peynir iiretimi ve olgunlagma
asamalarinda elde edilen analiz sonuglar1t model sistemler ile uyumluluk gostermemistir.
Peynir matrisinin olgunlagsma siireci boyunca siirekli degisen parametrelere sahip,
dinamik bir yap1 oldugu disiiniildiigiinde, bu durumun enzim-fenolik etkilesimlerini de
onemli oranda etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Yine de, elde edilen veriler 1s18inda,
fenolik¢e zenginlestirilmis siit lirlinleri iiretiminde, siirece katilan proteolitik enzimler ile
fenoliklerin etkilesimlerinin ve bu etkilesimlerin sonuglarinin son derece kritik oldugu

diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: enzimatik koagiilasyon, siit, olgunlagsma siireci, rennet, kimozin,

plazmin, enzim inhibisyonu, fenolik
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF SOME PHENOLICS ON THE ACTIVITY OF PLASMIN
AND CHYMOSIN IN MILK AND ITS APPLICATION TO THE PROCESSES

Seda ELIKOGLU

Doctor of Philosophy, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Halil VURAL

January 2021, 95 pages

Phenolic compounds have been of great interest to food scientists and technologists due
to epidemiologically approved health benefits. There are a number of studies
investigating possible use of polyphenols in dairy such as yogurt, ice cream and cheese
for developing final product quality and functionality. Besides, inhibitory properties of
several phenolics against diverse enzymes have also been reported. However, the
interactions between proteolytic enzymes important for dairy industry and polyphenols

have been studied to a lesser extent.

In this thesis, the potential inhibition of plasmin and chymosin via phenolic compounds
have been investigated with molecular and kinetic studies and the consequences of
changes in enzyme activities during cheesemaking and ripening were evaluated. The
findings of this study revealed that, interactions between chymosin and phenolics are not
strong enough or/and the possible interactions does not lead a conformational change on
active site of chymosin leading to unchanged chymosin activity upon binding of
polyphenols. However, ECG, EGCG, QUER, MYR and CURC showed 60, 86, 65, 90,
52 % inhibition against plasmin, respectively. The inhibition ratios, however, diminished
to 35,47, 44,46 ve 40 % in the presence of milk proteins. Spectroscopic and calorimetric

studies showed that, the interactions between inhibitory phenolics and plasmin were
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dominated by H-bonds and electrostatic attractions which leads to a change in secondary
structure elements of plasmin, having more ordered structure upon binding to
polyphenols. Inhibition modes of plasmin by EGCG, QUER ve MYR were non-

competitive, whereas ECG and CURC showed a mixed-type inhibition against plasmin.

Green tea extract (GTE), as a natural source of phenolics, was preferred for model
cheesemaking and ripening studies. During cheesemaking, kinetics of rennet coagulation
were affected by GTE addition. CMP (caseinomacropeptide) formation rate was found to
be decreased by GTE phenolics during enzymatic phase of renneting. In addition,
aggregation of para-casein micelles measured by dynamic light scattering spectroscopy

(DLS) also retarded in the presence of GTE.

Plasmin activity did not change in the presence of GTE whereas, residual chymosin
activity decreased in GTE-added cheeses, compared to control cheese samples. The
results of pH 4.6 soluble nitrogen amount analysis, as an indicator of ripening in cheese,
showed that the primary proteolysis in GTE cheeses was hindered to some extent.
Besides, urea-PAGE anaylysis revealed that, osi-casein hydrolysis rate was higher for
control cheese samples. However, the difference of B-casein hydrolysis among control
and GTE added cheeses was statistially insignificant. RP-HPLC anaylsis was carried out
in order to evaluate the peptide profile of cheese samples during ripening period. The
results revealed that, green tea phenolics did not cause any change in proteolysis pathway,
whereas the formation rate of some peptides were found to be less in the presense of GTE

phenolics. These results were in agreement with enzyme activity results during ripening.

The effects of phenolics on plasmin and chymosin activity in model systems were
described in molecular level. However, the findings observed during cheesemaking and
ripening period were not in agreement with model system studies. Knowing the fact that
the structure of cheese matrice during ripening has a dynamic structure due to the changes
in many parameters, the phenolic-enzyme interactions were probably affected during this
processes. Nevertheless, in the light of the findings of this study, the interactions between
phenolics and the proteolytic enzymes and the consequences of these interactions were

thought to be critical.



Keywords: enzymatic coagulation, milk, ripening period, rennet, chymosin, plasmin,

enzyme inhibition, phenolics
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1. GIRIS

Siitte dogal olarak bulunan 70’den fazla enzim belirlenmis olsa da bunlardan bir¢ogunun
somatik hiicreler, siit yag1 globlil membran1 ve kan plazmasi kaynaklari ile siite gecis
yaptig1 diisiiniilmektedir. Giinlimiizde, inek siitiinden izole edilen bir¢ok enzimin
fizyolojik bir roliiniin olmadig1 belirtilmistir. Bunun yan1 sira, hidrolitik enzimlerin ve
ozellikle de proteazlarin siit ve siit triinlerinde belirgin degisimlere yol actig

bilinmektedir.

Plazmin (EC 3.4.21.7), siitte dogal olarak bulunan ve plazminojen, plazminojen
aktivatorleri, plazmin inhibitorleri ve plazminojen aktivator inhibitdrlerini iceren
kompleks bir enzim sistemi iginde yer alan bir proteolitik enzimdir. Plazmin aktivitesi,
proteolitik aktivitenin miktarina gore, siit ve siit iiriinlerinde arzu edilen ya da edilmeyen
bircok sonuca yol acabilmektedir. Ornegin, yiiksek diizeydeki plazmin aktivitesi, UHT
stitlerde asitlik gelismeksizin jellesmeye (age-gelation) yol agmaktadir. Ayrica, peynirin
olgunlagsma siirecinde proteoliz diizeyindeki artis ile kisa zincirli act peptitlerin
olusumuna yol acarak iirlinlin duyusal kalitesini olumsuz etkileyebilmektedir [1,2].
Bahsedilen olumsuz 6zelliklerin yani sira, plazmin aktivitesi 6zellikle spesifik peynir
tiirleri icin (Cheddar ve Isveg tipi vb.), olgunlasma asamasinda gerceklesen biyokimyasal
olaylar agisindan elzem olarak goriilmektedir [3]. Siit ve iiriinlerinde plazminin asir1
aktivite gostermesine bagl olarak ortaya ¢ikan olumsuz 6zelliklerin 6niine gegilebilmesi

amaci ile yapilan birgok caligma literatiirde yer almaktadir [4-6].

Plazmin enziminin yani sira, siit endiistrisinde gerek peynir yapimi gerekse peynirin
olgunlagmasi1 agsamalarinda anahtar rol oynayan bir diger proteolitik enzim ise kimozindir
(EC 3.4.23.4). Peynir iiretim siirecinde disaridan eklenen kimozinin pihtida kalan miktar1
peynirin olgunlasma asamasindaki proteoliz silirecine katilmakta ve peynirin tat ve

aromasina dogrudan etki etmektedir [3].

Bitkilerin ikincil metabolitleri olan fenolik bilesikler, biyolojik fonksiyonlarindan
kaynaklanan saglik iizerine olumlu etkileri nedeni ile yillardir artan bir ivme ile
aragtirtlmaya devam etmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar fenolik bilesikerin

antienflamatuar, antikanserojen, sinir ve karacigeri koruyucu ozellikleri oldugunu
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kanitlamigtir [7-9]. Bunun yani sira, bahsedilen biyoaktif bilesenlerin giinliik diyet ile
viicuda aliminin, takviye edici olarak kullanimindan daha 6nemli oldugu da yapilan
caligmalarla ortaya konmustur [9]. Bu nedenle fenolik bilesikler ile zenginlestirilen gida
iiriinleri ile ilgili bilimsel ¢aligmalar hizla artarak devam etmektedir. Bu anlamda,
diinyada oldukga yliksek tiiketim oranina sahip olan siit {irlinleri, fonksiyonel gida
iiretiminde Onemli bir yer bulmaktadir. Yapilan calismalar fenolik bilesikler ile
zenginlestirilmig siit {iirlinlerinin tekno-fonksiyonel, biyo-fonksiyonel ve duyusal
ozelliklerinin oldukg¢a genis bir yelpazede degistigi sonucunu dogurmaktadir. Bu nedenle,
gida bilimi ve teknolojisi acisindan bakildiginda, fenolik bilesiklerin gidalarin temel
bilesenleri ve de ozellikle proteinler ile etkilesimleri biiyiik 6nem tagimaktadir. Ancak,
stitiin mindr bilesenleri arasinda yer alan ancak birgok proses i¢in biiylik 6nem arz eden

enzimler ile fenolik bilesiklerin etkilesimlerini inceleyen ¢ok az ¢aligma bulunmaktadir.

Bu doktora tezi kapsaminda, fenolik bilesikler ile siit endiistrisinde biiyiik 6nem tasiyan
plazmin ve kimozin enzimleri arasindaki etkilesimler ve bu etkilesimlerin peynir yapimi
ve olgunlastirma siireglerine etkisi incelenmistir. Mevcut ¢alismanin ilk asamasinda,
farkli kimyasal yapiya sahip fenolik bilesiklerin plazmin enzimi iizerine olasi inhibe edici
etkisi ve inhibisyon mekanizmasinin belirlenebilmesi amaci ile plazmin-fenolik
etkilesimleri molekiiler yontemlerle belirlenmeye c¢alisilmistir. Calismanin ikinci
asamasinda tez kapsaminda kullanilan fenolik bilesiklerin kimozin aktivitesi iizerine
etkisi incelenmistir. Model sistemlerde yiiriitiilen calismalarin ardindan sozii edilen
etkilesimlerin olduk¢a dinamik bir yapi olan peynir matrisinde hangi sonuglara yol
acabileceginin belirlenmesi amact ile son asamaya gecilmistir. Calismanin son
asamasinda, fonksiyonel siit iirlinleri liretiminde kullanilabilecek fenolik¢e zengin bir
ekstrakt olan yesil ¢ay ekstraktinin (YCE), peynir yapimu siirecinde kimozin aktivitesi
iizerine ve 60 giinliik olgunlagma siirecinde ise kimozin ve plazmin enzimi iizerine etkisi,
laboratuvar olgekli iiretilen minyatiir peynirlerde incelenmistir. Fenolik bilesikler ile
plazmin ve kimozin arasindaki etkilesimlerin peynir yapimi ve peynirin olgunlagma

siireglerinde yer alan proteoliz mekanizmalari iizerine etkisi belirlenmistir.

Bu tez ¢aligmasi ile, literatlirde oldukca fazla aragtirmaci tarafindan incelenen fenolik
bilesiklerin yol agtig1 enzim inhibisyonu, siit endiistrisi i¢cin dnem tasiyan proteolitik
enzimlere 6zgl olarak degerlendirilmistir. Fenolik bilesikler ile zenginlestirilmis peynir

iiretiminde, fenoliklerin proteinlerle olan etkilesimlerin yani sira, proteolitik enzimler ile
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etkilesiminin de son iiriin karakteristiklerine etki edebilecek sekilde enzim aktivitesinde

degisimlere yol acabilecegi belirlenmisitir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enzimler ve Siit Endiistrisi

Enzimler, sahip olduklar1 katalitik nitelikler ve segicilikleri ile biyokimyasal siire¢lerin
merkezinde yer almaktadirlar. Aktivite gosterdikleri tepkimelerde, enerji aktarimi ve
korunumunda, gida bilesenlerinin yikiminda ve biyolojik makro molekiillerin sentezinde
anahtar rol lstlenmektedirler. Diger yandan bazi hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda ve
bazilarinin da ortadan kalkmasinda, enzimlerin son derece 6nem tasidig da bilinmektedir
[10] . Insan yasamu igin olmazsa olmaz siireglerden; sindirim, sinir sinyallerinin iletimi,
kaslarin kasilmasi gibi pek ¢ok islev bu biyolojik katalizérler olmadan; yeterince, etkin
hizda ve siireklilik gosterecek sekilde gergeklesememektedir [11]. Beslenme ile viicuda
alinan gidalarin sindirimi sirasinda enzimler, bilinen temel islevlerini sergilemektedirler.
Sindirim enzimleri olarak anilan bu enzimler, gidalarda bulunan makro bilesenleri yikima
ugratarak metabolik siireclere katilmalarini saglamaktadir. Sadece saglik sektdriinde
degil; neredeyse tiim endiistri kollarinda ve tarimsal siireclerde kullanilan enzimler, siit

ve siit irlinleri endiistrisi i¢in de son derece 6nem tagimaktadir.

Normal sartlar altinda, inek siitiiniin 70’den fazla endojen enzim igerdigi ve bu
enzimlerden bazi istisnalar disinda higbirinin, siitiin bilesenlerinin sentezi ve salgilanmasi
gibi fizyolojik siireclerde gérev yapmadig bildirilmektedir. Ancak bu enzimler, ¢ig siitte
mastitis varlig1 (katalaz ve asit fosfataz) ve siite uygulanan 1si1l islem ge¢misi hakkinda
bilgi vermesinin yam sira (alkali fosfataz, laktoperoksidaz (LPO), y-glutamil transferaz
vb.); antimikrobiyel 6zellikleri (lizozim ve LPO) ve siitiin kararlilig1 {izerine etkileri
(plazmin, siiperoksit dismutaz, siilfidril oksidaz) nedeniyle teknolojik ag¢idan oldukca
biiyiik 6nem tagimaktadir [12]. Bunlardan serin proteazlar grubunda yer alan plazminin
(EC 3.4.21.7); kazeinlerden as1-, as2-, ve - kazeini hidrolize ettigi bilinmektedir. Siitte
dogal olarak bulunan enzimlerin yani sira, siitiin katma degeri yiiksek olan firiinlere
doniistiiriilmesi siirecleri de digsaridan enzim ilavesi ile gerceklestirilebilmektedir. Bu
amagcla siklikla kullanilan enzimler basta peynir yapiminda kullanilan rennet (kimozin ve
pepsin karigimi) olmak iizere; aroma ve tekstiir gelisimini modifiye etmek amaciyla
kullanilan proteaz ve lipazlar ile laktozsuz siit iiretiminde kullanilan laktaz enzimidir [13].
Proteolitik enzimler, siit endiistrisinde; peynir {iretimi, peynirde olgunlagmanin

hizlandirilmasi, protein hidrolizatlar1 {iretimi gibi olduk¢a genis bir uygulama alani



bulmaktadir. Giiniimiizde ¢ok ¢esitli hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal enzim, endiistriyel

Olcekte kullanilmaktadir.

2.2. Fenolik Bilesikler

Dogada oldukga yaygin olarak bulunan ve fitokimyasallar olarak anilan fenolik bilesikler,
bitkiler tarafindan sentezlenen ikincil metabolitlerdir. Bu bilesikler, enzim aktivitesi
modiilatorii ve/ veya bilesen olarak antioksidan aginda aktiviteleri ile dnemli rollere sahip
olan ve basit fenolik asitlerden flavanoid polimerlere kadar genis bir aralikta farkli
yapilarda bulunan kimyasal bilesiklerdir [14]. Bitkilerde 8000 den fazla fenolik bilesik
karakterize edilmistir [15]. Bunlardan 500 kadarmin giinde 1 mg’ 1n iizerinde tiiketildigi
sanilmaktadir [16]. Bunun yani sira hiicre/hayvan c¢alismalart sonucu ¢ok genis bir
aralikta saglik izerinde olumlu etkileri savunulmaktadir; antienflamatuar, antikanserojen,
antidiyabetik, antiobezit, antiallerjik, hepato- ve gastro-koruyucu etkileri bildirilmistir

[17-23].

Polifenoller i¢in de gegerli oldugu gibi, gidalarla ile alinan bilesiklerin, biyomarker olarak
degerlendirilebilmesi i¢in; spesifik olmasi, uygun bir yarilanma émriine sahip olmas1 ve
alimi ile biyomarker arasinda kabul edilebilir bir korelasyon olmasi gerekmektedir. Bu
baglamda polifenoller, gida/ beslenme arastirmalarinin giindemdeki en yaygin
biyomarkerleridir [24-26]. Farmakokinetik c¢aligsmalar, polifenollerin biyolojik sivilara
metabolit olarak girdigini, plazmada 1-12 saat, idrarda 1-5 giin kadar bir yarilanma
omriine sahip oldugunu ortaya koymustur [27]. Yani fenolik bilesikler insan bedeninde
birikebilmekte ve uzun bir siirecte yavasca kan dolagimina girebilmektedirler. Bu nedenle
tartisilmaz Onemde biyomarkerlerdir. Ancak gida matrisi icerisinde varliginin ve
biyoyararlaniminin bilinmesi ve gelistirilmesi, metabolomda kullanilabilirliginin

ongoriilebilmesi i¢in zorunlu ve dnemlidir.

Polifenoller, bitkilerdeki yaygin varliklar1 ve genis yapisal farkliliklar1 nedeniyle
vazgecilemez besinsel bilesenler olarak karakterize edilen dogal bilesiklerdir. Yalnizca
bitkilerde ve bazi fungal tiirlerde bulunurlar, buna karsin hayvanlar ve insanlar tarafindan
sentezlenemezler. Daha ¢ok ¢ay, sarap, meyve, sebze ve baklagillerin tiiketimi ile viicuda

alinan polifenollerin insan saglig1 lizerindeki yararlar1 ortaya konulurken karsilagilan en



onemli sorunlardan birinin polifenoller ve tlirevlerinin ¢ok genis bir gesitlilige sahip

olmalar1 oldugu belirtilmektedir [28,29].

Fenolik bilesiklerin ¢esitliligi karbon iskeletindeki belirgin farkliliklarin yani sira, birincil
ve ikincil yapisal bilesenlerinin degisik modifikasyonlarindan (agillenme, glikozillenme
vb.) da kaynaklanmaktadir. Polifenoller ayrica kondanse taninler (proantosiyanidinler),
hidrolize olabilir taninler, lignanlar, ligninler ve pigmentler gibi kompleks bilesikleri de

kapsarlar [28,30].

Cizelge 2. 1 Fenolik bilesiklerin kimyasal yapilar1 ve aglikan formlarina 6érnekler
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Fenolik bilesikler, temelde flavonoidler ve flavonoid olayanlar olarak iki kategoriye
ayrilmaktadirlar. Flavonoidlerin alt kategorileri; heterosiklik halkanin oksidasyon
derecesine gore; antosiyaninler, flavonoller, flavanlar, flavanoller, flavonlar ve
izoflavonlardir. Genelde hidroksillenmis, metoksillenmis ve/ veya glikozillenmis
(katesinler harig) tiirevlerdir [31-33]. Bagh seker genelde glukoz ya da ramnozdur ve
seker bileseni sayisi da ¢ogu zaman 1’ dir. Giinliik diyette karsilagilan ana flavonol

kuersetindir, ortalama giinliik alim1 16 mg kadardir [34]. Antosiyaninler, kirmizi renkli



meyvelerin pigmentleridir, taze meyvedeki igerigi 0.5 — 4.5 mg/ g kadardir. Asal
flavonoller katesinlerdir. Cayda yiiksek miktarlarda bulunur (yesil ¢ay inflizyonunda 1g/
L, siyah ¢cayda 0.5g/ L) [35]. Katesinlerin yogun bulundugu diger kaynaklar kirmizi1 sarap
[36] ve cikolatadir [37]. Flavonlar daha az yaygindir, tath kirmizi biberde (luteloin) ve
kerevizde (apigenin) tipiktir [34]. Flavononlar temelde turunggillerde bulunurlar, en
yaygini portakaldaki hesperidindir. izoflavonlarin ana kaynagi soyadir, kuru soya
fasiilyesinde fazla miktarda genistein ve daidzein bulunur. Bu iki izoflavonun 6strojenik
nitelikleri iizerinde yaygin olarak durulmaktadir [38]. Proantosiyanidinler ise elma,
armut, izlim, kirmizi sarap, ¢ay ve ¢ikolatanin buruklugundan sorumludurlar. Flavonoid
olmayan polifenollerden stilbenler, tiiketilen bitkilerde pek yaygin bulunmazlar.
Bunlardan resveratrol noroprotektif ve antikanserojen nitelikleri nedeniyle {izerinde en
cok durulan polifenollerden biridir. Lignanlar asal olarak keten tohumu ve yaginda

bulunur, fitodstrojen olarak nitelendirilirler [39].

2.3. Fenolik Bilesikler ve Protein Etkilesimleri

Fenolik bilesiklerin biyoyararlanimi, hala tartigma konusudur ve gidalarin islenmesi,
tiiketicinin bireysel nitelikleri ve ayrica diger molekiiller (tiikiiriik proteinleri, sindirim
enzimleri, vb.) ile etkilesimlerine bagli oldugu yapilan ¢alismalarda belirtilmistir [29,40-
42]. Polifenollerin kimyasal yapisinin da bu konudaki en belirleyici etmenlerden biri
oldugu disiiniilmektedir. Yapilari; gastrointestinal sistemdeki absorpsiyon hizlarini,
metabolizmalarin belirler ve buna bagli olarak da biyolojik aktiviteleri iizerinde etkilidir.
Cogu polifenoliin bagirsakta absorpsiyonunun zayif oldugu, biiyiik dl¢iide metabolize ve
elemine olduklar1 da 6ne siiriilmektedir. Aglikon yapidakiler ince bagirsakta absorbe
edilebilse de, ¢ogu ester, glikozid ve polimer tiirevlerinin absorpsiyonunun zor oldugu
diistiniilmektedir [43]. Polifenolik bilesiklerin etkinliklerinin biiyiik ol¢lide gidalar ile
birlikte alindiklar igerige bagl oldugu ve polifenolce zengin ekstraklarla ya da diger
bilesikler ile bu etkinliklerin artirilabilecegi belirtilmektedir. Siit proteinleri bu baglamda

en uygun ‘tagiyict araglar’ (vehicle) olarak degerlendirilmektedir [44].

Polifenollerin kan dolagimindaki derigimleri, onlarin metabolom ve emilim sirasindaki
modifikasyonlarina baghdir. Agizda (6zellikle flavonoidler ve proantosiyanidinler), gida
matrisinden ayrilarak prolin aminoasitince zengin tiikiiriik proteinleri ve enzimleriyle
etkilesime girerler [45]. Anilan proteinler ile etkilesimlerinde hidrojen baglarinin ya da

hidrofobik baglanmalarin etkili olabilecegi diigiiniilmektedir [46,47]. Ancak kovalent



etkilesimlerin de etkin olabilecegine iliskin goriisler de vardir [48]. Bu nedenle ¢oziiniir
polifenol-protein agregatlarinin birbirleri ile daha biiylik kompleksler olusturarak
presipitasyonlar1 da s6z konusu olabilir. Bunun da 6tesinde, polifenol-protein etkilesimi,
proteinin yapisin1 da degistirebilmekte ve bu da fonksiyonel 6zelliklerin degisimine yol

acabilmektedir.

Polifenollerin sulu ¢ozeltide proteinlere baglandigi ve kompleks olusturdugu, bu
komplekslerin niteliklerinin, her iki bilesenin de yapisina bagli oldugu artik bilinmektedir
[49]. Ayrica, polifenollerin proteinler ile kompleks olusturma egiliminin molekiiler boyut
ve yapilarina, oksidasyon durumlarina bagli oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan dile
getirilmigtir [50-53]. Prolince zengin proteinlerde bunun gorece daha yiiksek oldugu
bildirilmistir [53]. Yapilan arastirmalarda 6zellikle B-kazeinin biyoaktif tasiyic1 ajan
olarak en uygun model oldugu gozlenmistir [54]. Protein-fenolik etkilesimlerinin en tipik
ornegi ¢aya siit katilmasidir. Bu durum i¢in, literatiirde farkli goriisler s6z konusu olmakla
birlikte, katesinlerin biyoyararlaniminda olumsuz bir sonug¢ ortaya ¢ikmaksizin, siit
proteinleri ile katesinlerin kompleks olusturmasi s6z konusudur ve siit proteinlerinin iyi

bir biyoaktif bilesik tasiyicisi oldugu ortaya konulmustur [55].

Proteinlerin flavonoidlere baglanmasinda birkag¢ kritik yapisal unsurun énemli oldugu
bildirilmektedir. Bunlar igerisinde en ¢ok iizerinde durulan aminoasit kompozisyonudur.
Prolin, flavonoidlerin halka yapilarinin katlanmasinda (stacking) ve Pro-Pro tekrarlariyla
prolil kalmmtilarinin halka yapiy1 etkilemesi sonucu etkilesime girdigi bilinmektedir.
Ayrica Phe, Tyr, Arg, His aminoasitlerinin de bu baglamda 6nemi vurgulanmaktadir.
Proteinin konformasyonunun da etkilesimde belirleyici oldugu savunulmaktadir.
Diizensiz (random) yapinin, globiiler yapiya gore daha fazla etkilesim sergiledigi 6ne
stiriilmektedir. Ayrica ortam pH’ sinin pI”’ ya yakin oldugu degerlerde, protein baglanma
afinitesinin ¢ok daha yiiksek oldugu bildirilmektedir [56, 57]. Polifenollerin protein ve
peptidlere hem hidrofobik hem de hidrojen baglariyla baglanarak ¢oziiniir ve ¢ézlinmez
kompleksler olusturduguna, baglanmanin hem aktiviteyi hem de duyusal ozellikleri
etkiledigine iligkin verilere rastlanmaktadir. Anilan polifenol-protein etkilesiminin saglik
acisindan bir diger olumlu niteliginin de duyarlilik artis1 ya da semptomatik diizeyde gida
alerjisini modiile ettigidir [58]. Flavonoik asitler ile proantosiyanidinlerin baglanmasinin,
yer fistig1 alerjenlerinlerinin daha diisiik tepkime vermesine yol actig1 gdzlenmistir [59,

60]. Polifenollerin etkilesime girdikleri proteinlerin ikincil yapilarini etkiledigi, ikincil



yapida ortaya c¢ikacak bir degisikligin de alerjenitede konu olan epitoplarin, bagisiklik

sistemi tarafindan tanimlanmalarinda kritik oldugu bilinmektedir [61].

Fenolik bilesikler ve siit proteinleri arasindaki etkilesimin teknolojik acidan
degerlendirildigi c¢alismalarda resveratrol, kurkumin ve katesinler gibi biyoaktif
bilesenlerin  siitin  1s1l  dayanikliligmi  artirdigi  belirlenmistir  [62].  Ayrica
biyoflavonoidlerin margarin ve siit tozu gibi iirlinlerde oksidatif ransiditeyi azalttigini
belirten ¢alismalara rastlanmaktadir. Bazi fenolik bilesiklerin siit tiriinlerinin mikrobiyal
kararlilik ve kopilirme ozelliklerini gelistirdigi de belirtilmistir [63]. Han ve ark. [64],
peynir iretiminde flavonoidlerin ingrediyen olarak kullanilabilirligini arastirmis, ve bu
bilesiklerin peynirde radikal soniimleyici etkisi olabilecegi ve bunun da antikanserojen

etkiyi gelistirebilecegini bildirmistir.

Fenolik bilesiklerle zenginlestirilmis siit {irlinlerinin yan sira; siit proteinleri, flavonoid
caligmalar1 i¢in essiz 6zelliklere sahip proteinler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Peyniralti
suyunun ekonomik degerinin diigiik olmasi nedeniyle de serum proteinlerinin biyoaktif
bilesenlerin taginmasinda kullanilabilirligi arastirma konulari igerisinde yer almaktadir.
Stitte bulunan serum proteinlerinden B-laktoglobulinin, hidrofobik mollekiillerin
etkilesime girebilecegi bir hidrofobik bolgeye sahip olmasi nedeniyle bazi biyoaktif
bilesenlerin taginiminda kullanilabilecegi 6ne siiriilmektedir [65]. Siitteki kazein
fraksiyonlarindan B-kazein ise midede ¢ok cabuk sindirime ugradigindan ve yapisal
ozellikleri agisindan, ilag tastyici sistemlerin tasariminda ve biyoaktif bilesenlerin viicuda

alinmasinda kullanilabilmektedir [66].

Flavonoidler ile proteinler arasi baglanmanin, proteinin yapisini degistirdigi bircok
caligma ile rapor edilmistir. Hasni ve ark. [67] yaptig1 calismada B-kazein ve a-kazein ile
cay flavonoidlerinin etkilesimi sonucu, hidrojen baglarinin olusmasiyla proteinlerin
ikincil yapilarinda degisiklik olustugunu belirtmistir. Kanakis ve ark. [56] ise f-
laktoglobulin ve yesil cay katesinlerinin etkilesiminde, hidrofilik ve hidrofobik
etkilesimlerin 6nemli oldugunu ve katesinlerin proteinlere baglanma derecelerinin
yapidaki —OH grubu sayis1 arttik¢a arttigini rapor etmistir. Insan ve s1gir serum albiimini
ile yapilan bir ¢alismada katesin ve epikatesin ile etkilesimin, - laktoglobiilindeki a-
heliks yapiy1 kuvvetlendirdigi, buna karsin B-pilili yapilarin ise kararliligini azalttigi

belirtilmistir [68]. Farkli hidroksilasyon ve metilasyon derecelerine sahip flavonoidlerin
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sigir serum alblimini (BSA) ile etkilesiminin incelendigi bir ¢aligmada, flavonoidlerin
BSA’nin hidrofobik kismina baglanabilecegi sadece bir adet baglanma bolgesine sahip
olduklari; bu baglanmanin flavonoid molekiiliiniin hidroksilasyon derecesi ile artarken,
metilasyon derecesi ile azaldig1 rapor edilmistir. Ayrica flavanoidin B halkasindaki -OH
gruplariin, A halkasindakilere gore baglanmada daha etkin oldugu sonucuna ulagilmigtir
[69]. Ancak metilasyon derecesinin, flavonoidlerin proteinlerle etkilesimini artirdigi
belirtilen ¢aligmalar da mevcuttur [70]. Yesil ¢ay flavanoidlerinden epigallokatesin
gallatin (EGCQG), a-kazein ve B-kazein ile etkilesiminde proteinin prolin igerigi ile
hidrofobisitenin baglanma iizerine etkisi de yapilan bir caligma ile belirlenmeye
calisilmistir. Bu ¢aligmada literatiirde yer alan yaygin kantya paralel olarak flavonoidin
gallik asit esteri halindeki formlarinin proteinler ile daha fazla etkilesime girdigi
belirtilmistir. Ayrica, flavonoid dimerlerinin (prosiyanidin Al ve prosiyanidin B)
esnekligi ile etkilesimler arasinda dogrudan korelasyon bulunmadigi da belirtilmistir.
Prolin igerigi a- kazeinden daha yiiksek olan -kazeinin her zaman daha fazla baglanma
gerceklestirmedigi; hatta bazi durumlarda flavonoidler ile etkilesimin goriilmedigi
sonucuna ulasilmig ve protein-flavonoid etkilesimlerinde prolin igeriginin yanisira etkin
olabilecek birgok faktor oldugu belirtilmistir [71]. Uziim, sarap ve elmadaki &nemli
fenoliklerden olan resveratrol ile sodyum-kazeinat etkilesimlerinin incelendigi bir baska
caligmada ise resveratroliin sodyum-kazeinat ile giiclii etkilesimlerde bulundugu ve
baglanmanin hem hidrojen baglar1 hem de hidrofobik etkilesimlerden kaynaklandigi
belirlenmistir. [72].

Zerdegalda bulunan baglica kurkuminoit olan kurkumin ile B-laktoglobiilin arasindaki
baglanmanin arastirildig1 bir calismada ise B-laktoglobulinin kurkumin ile etkilesimi
sonucu yapisinda degisiklik meydana geldigi ve baglanma bdlgelerinin farkli pH’da
farklilik gosterdigi rapor edilmistir [73]. Yiiksel ve ark. [74], siitlin yesil ¢ay ekstrakt1 ile
zenginlestirilmesi amaciyla yaptig1 ¢alismada, yesil ¢ay flavonoidleri ve siit proteinleri
arasindaki etkilesimin, kazein misellerinin yiizey hidrofobisitesinde azalmaya yol agtigi,
dolayistyla bu etkilesimde baskin mekanizmanin hidrofobik interaksiyonlar oldugu
sonucuna ulagmistir. Proteinlerin flavonoidler ile etkilesiminde proteinin ikincil ve
ticiinciil yapilarinin degisebilecegi ve boylelikle proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerinin de
bu interaksiyonlardan etkilenebilecegi sonucuna ulasilmistir [75]. Protein-flavonoid
etkilesimlerinin flavonoidin antioksidan aktivitesine etkisinin incelendigi arastirmalarda

celigkili sonuclar yer almaktadir. Almajano ve ark. [76], siit proteinleri ile yesil ¢ay
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katesinleri  arasindaki etkilesimin  toplam antioksidan aktiviteyi artirdigini
belirlemislerdir. Buna karsin Belscakve ark. [77] ile Ryan ve Petit [78] ise bu
etkilesimlerin kovalent olan ve olmayan baglarla antioksidan aktiviteyi maskeledigini

rapor etmislerdir.

Fenolik bilesiklerin biyoyararlaniminin incelenmesinde in vitro denemeler in vivo
denemelere gore daha sik calisilmakla birlikte, in vitro ve in vivo denemeler arasinda
farkliliklarin oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle flavonoidlerin insan sagligi iizerine
etkilerinin incelendigi caligmalarda in vivo denemelerin daha dogru sonuglar verdigi
diisiiniilmektedir. Keogh ve ark. [79], yaptigi calismada siit proteinleri ile kakao
fenoliklerinin birlikte aliminin viicuttaki emilimde énemli degisikliklere yol agmadigini
rapor etmistir. Benzer sekilde Leenen ve ark. [80] de siit ve yesilcay flavonoidleri
etkilesiminin plazmadaki antioksidan aktivite degeri lizerine etkisinin istatistiksel olarak
onemli olmadig1 sonucuna ulasmislardir. Ancak, Duarte ve Farah [81] ise kahve ve siitiin
birlikte tiiketiminin kahve flavonoidlerinin biyoyararlanimin1 azalttigin1  rapor
etmislerdir. Stodajinovic ve ark. [82] ise yesil cay, kahve ve kakao fenolikleri ile [-
laktoglobiilin etkilesiminin, proteinin sindirilebilirligini in vitro kosullarda azalttigini ve
antioksidan aktiviteyi de maskeledigini belirtmistir. Ancak protein-flavonoid

etkilesiminin bu etkileri heniiz tam olarak aydinlatilabilmis degildir.

2.4. Fenolik Bilesikler ve Enzim Etkilesimleri

Fenolik bilesiklerin protein yapisinda olan enzimler ile de etkilesime girerek
aktivitelerinde degisiklige yol agabilecekleri uzun yillardir arastirilan konular arasinda
yer almaktadir. Bu alanda yapilan ¢alismalarin biiyiikk kismi sindirim enzimlerini ve
metabolik enzimleri kapsamaktadir. Katesinlerin; laktoperoksidaz (LOX), a-amilaz,
pepsin, tripsin, lipaz gibi enzimler ile etkilesime girip presipitat olugturdugu ve anilan
enzimleri inhibe ettigi diisiiniilmektedir. Polifenollerin gastrointestinal sistemde protein
sindirimini etkileyebilecek diizeyde proteazlar1 inhibe ettigi one siiriilmektedir [83, 84].
Ayrica polifenollerin saglik iizerindeki olumlu (koruyucu) etkisinin, okside katesinler ile
proteinler arasinda ¢oziinilir olmayan kompleksler olusturma egilimiyle ilintili oldugu da
diistiniilmektedir [85]. Bunun yan1 sira, epigallokatesingallat (EGCG), epikatesingallat
(ECQG) gibi, epikatesin (EC) ve epigallokatesin (EGC)’ den daha fazla ester baglama
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yetisindeki katesinlerin; LOX, pepsin ve tripsin gibi enzimler ile presipitat olusturma

yeteneginin daha fazla oldugu gozlenmistir [86].

Diyabet ve obezitenin tiim diinyada dramatik olarak arttig1 bir gercektir. Diyabetin temel
karakteristigi, kanda kontrol edilemeyen glikoz diizeyi olarak tanimlanabilecek,
hiperglisemidir. Kandaki glukoz diizeyinin kontrol edilememesi, insiilin etkinligine
direng ya da istenmeyen insiilin salgilanmasindan kaynaklanan, aclik glisemisi ve glukoz
toleransi gibi komplikasyonlara yol agmaktadir [43, 87]. Son 25 yilda kandaki glukozun
etkin olarak kontrolii ve buna bagl saglik sorunlarinin 6nlenmesi {izerine birka¢ oncii
yontem ortaya konulmustur ve sonugta sentetik ilaglarla karsilagtirildiginda, anti-
diyabetik ajan olarak dogal bilesiklerin 6n plana ¢ikmasi saglanmistir [88, 89]. Bu
baglamda yesil ¢ay ekstraktlar1 ve icerigindeki katesinlerin, diger niteliklerinin yan1 sira
anti-diyabetik etkileri de tartisilir olmustur [89, 90]. Ancak bu etkilesime iliskin bilimsel
veriler, ¢cay katesinlerinin metabolizmasinin anlagilmasini saglayacak bilgi yetersizligine
bagli olarak, hala ¢ok kuvvetli degildir. Yine de ¢ay katesinlerinin a-amilaz inhibitorii
olduguna iligkin calismalara rastlanmaktadir [31]. Benzer sonuglara antosiyanin icin de

ulagtlmistir [91].

Daha once de dile getirildigi gibi; cilek, visne, kiraz, ve kizilcik gibi kirmizi renkli
meyveler antosiyanin kaynagidirlar. Antosiyaninlerin fonksiyonel metabolizmalar1 ve
anti diyabetik etkileri ortaya konulmus olmakla beraber, amilaz inhibisyonuna iligkin
yeterli veri bulunmamaktadir [92]. Ancak, farkli bitkisel kaynaklardan alinan
polifenollerin insan tiikiiriik amilaz1 {izerine potansiyel inhibe edici etkisi oldugu
savunulmaktadir [93]. Insanlarda karbonhidrat sindiriminde gorevli bir diger enzim olan
a-glikozidaz; ince bagirsak epitelinde bulunup disakkarit hidrolizini katalizleyen bir
enzimdir. Bazi polifenollerin, 6zellikle flavonoidlerin bu enzimleri de inhibe ettikleri
gozlenmigstir [94,95]. Bu arastirmalara gore kalitatif/kantitatif yapi-aktivite iliskisi
(QSAR) calismalart;

1. A-C halkalarindaki C5 ve C7 pozisyonundaki ve B halkasindaki C3’ ve C4’-
pozisyonundaki hidroksil gruplarinin, anilan enzimler {izerindeki inhibisyon aktivitesini
artirdigini,

2. Serbest hidroksil gruplarinin “bloklanmasina” neden olan metilesyon ve

metoksilasyonun inhibisyon aktivitesini azalttigini,
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3. Her ne kadar glikolizasyon, serbest hidroksil sayisini artirsa da, flavonoid
glikozidlerinin inhibisyon aktivitesinin, aglikon formlarindan daha az oldugunu,

4. C2-C3 baglarinin  doymamishigindan kayanaklanan flavonoidlerin yapisal
planarliginin (diizlemsel yap1 sergilemelerinin) inhibe edici aktivitesi artirdigini,

5. Galloik katesinlerin, digerlerinden daha yiiksek aktivite gosterdigini,

6. Inhibisyon aktivitesinin C2 pozisyonuna baglanan flavonoidlerde, C3
pozisyonuna baglananlardan (izoflavonlar) daha belirgin oldugunu,

ortaya koymustur [95].

Hidrojen bagi dondr ve akseptdr sayisindaki artisin, daha yiiksek insan o-amilaz
inhibisyonuna yol actig1, in vitro olarak gozlenmistir. Bunun da &tesinde lipofiliklik
gostergesi olan XlogP3 katsayisinin inhibisyon diizeyiyle ters iliskili oldugu oldugu
belirtilmektedir. Bu bulgu, flavonoidlerin a-amilaz ile etkilesiminin hidrofobik degil
hidrojen baglariyla gergeklestigi yorumunu giiglendirmektedir. [96]. Bir diger sindirim
enzimi olan, pankreatik lipaz, yagca zengin bir diyet sonrasinda trigliseritlerin bagirsakta
absorpsiyonu ve sindiriminde Onemli rol oynamaktadir. Obezitenin Onlenmesi/
giderilmesi yaklagimlarindan biri de lipaz aktivitesinin geciktirilmesi/ engellenmesidir
[97]. Polifenollerin, birka¢c mekanizma ile sergiledikleri, antiobezite potansiyellerinden
biri de pankreatik lipaz inhibisyonudur [97, 98]. Ancak halen izole flavonoidler ya da
flavonoid standardlarinin (katesin derivatifleri hari¢) anilan etkisine iliskin kesin veri
bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismalar, flavan-3-ollerin; flavonoller, isoflavonlar,
flavonlar ve flavononlardan daha giiglii lipaz inhibisyonu sergiledigini bildirilmektedir
[99, 100]. Ayrica, katesin ve epikatesinin; galloil formlarina gore daha az aktif bilesikler
oldugu ve hatta ester baglarinin sayisinin artmasiyla daha yiiksek lipaz inhibisyon

aktivitesi gosterdikleri savunulmaktadir [99].

Flavonoidlerin C3-pozisyonundaki hidroksil gruplarinin artmasinin lipaz-inhibisyonu
potansiyeline katkida bulunabilecegi de dile getirilmektedir. Flavan-3-ollerin C3-
pozisyonundaki galloil grubunun, bu etkide bir artis sagladigi da gozlenmistir.
Genisteinde oldugu gibi C3’ deki hidroksil grubunun, benzen halkasiyla yer degistirmesi,
inhibisyon potansiyelini belirgin olarak diisiirmektedir. Kuersetinin C3-pozisyonunda
farkli uzunluklarda degisik acil zincirleriyle esterlesmesinde; acil zincirinin uzunlugu ile

lipaz inhibisyonu etkinligi arasinda ¢ok belirgin bir dogrusal iliski oldugu gézlenmektedir
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[101]. C3-pozisyonundaki diizlemselligin, hidroksilasyonun ve galloilasyonun, lipaz

inhibisyonu aktivitesini etkileyecegi savunulmaktadir [100].

Karbonil rediiktazl enzimi (CBRI), kisa zincirli dehidrogenaz/ rediiktaz grubundan,
insan dokusunda bulunan ve bircok ksenobiyotigin rediiksiyonunu katalizleyen bir
enzimdir. Baz1 flavonoidlerin, stilbenlerin ve kurkuminoidlerin CBR1 aktivitesinin
inhibisyonunda potansiyeli oldugu distiniilmektedir [102]. Soyadaki tripsin
inhibitdriiniin, polifenoller ile inaktivasyonu da son bir ka¢ yilin goze ¢arpan aragtirma
konularindan biridir, EGCG’ nin bu konuda da yiiksek bir potansiyele sahip oldugu
diisiinilmektedir [103]. Laktaz enzimi de bir (brush border) sindirim enzimidir, laktozun
hidrolizini katalizler. Baz1 flavonoidlerin (kuersetin, genistein) laktazin inhibisyonuna
yol agtig1 ancak anilan inhibisyon diizeyinin, tlikriik salgisinda bulunan prolince zengin

proteinler (PRP) varliginda azaldig: belirtilmistir [104].

2.5. Plazmin Enzim Sistemi ve Siit Uriinleri

Plazmin, siitte plazmin enzim sistemi olarak adlandirilan bir sistem i¢inde yer almaktadir.
Bu sistemin elemanlari; plazmin, plazminojen, plazminojen aktivatorleri, plazminojen
aktivator inhibitorleri ve plazmin inhibitorleridir (Sekil 2.1). Siitte, plazmin genellikle
inaktif formu olan plazminojen halinde bulunur ve siitte bulunan plazminojen miktarinin
plazminden 2-30 kat daha yiiksek oldugu belirtilmistir [105]. Plazmin, temel olarak 2 tip
aktivator ile (iirokinaz tipi (uPA) ve doku plazminojen aktivatorleri (tPA)) inaktif
plazminojen formdan aktif hale gegmektedir [106]. tPA’nin siitte kazein misellerine bagl

bulundugu buna karsin uPA’nin somatik hiicreler ile etkilesim halinde oldugu

belirtilmektedir.
Plazminojen aktivatorleri
Plazminojen aktivator Plazmin
inhibitorleri inhibitorleri
Plazminojen Plazmin Kazein proteolizi
> )L > P

Sekil 2. 1. Siitte plazmin enzim sistemi [106]
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Plazmin ve plazminojen kazein miselleri ile assossiye halde iken, plazmin inhibitorleri
ise siitiin serum fazinda bulunmaktadir [107, 108]. Plazmin sistemi olduk¢a dinamik bir
sistem olup, bu sistemin elemanlar1 birbirleri ve siitte bulunan diger bilesenler (kazein
miselleri, serum proteinleri) etkilesim halindedirler ve bu etkilesimler ile birlikte siitiin
isleme ve depolama sartlar1 da artan ya da azalan proteolitik aktiviteye yol

acabilmektedir.

2.5.1. Plazmin

Plazmin (EC 3.4.21.7), siitte bulunan bir serin proteazdir ve 37°C’de optimum 7.5 pH’da
caligmaktadir. Siitte bulunan plazmin derisiminin 0.1-0.7 mgL! oldugu belirtilmistir
[106]. Plazminin katalitik bdlgesi C-terminalinde yer almakta ve 598, 641 ve 746.
aminoasitleri (His-Asp-Ser) icermektedir [109]. Lizin baglanma bolgelerindeki
elektrostatik etkilesimler, plazminin diisiik sicaklikta kazein misellerinden disosiye
olamamasi1 acgiklarken, pH<4.6 oldugu durumlarda plazminin kazein misellerinden

kolaylikla ayrilabildigi belirtilmektedir [110].

Plazmin, lizin ve az miktarda da arginin aminoasitlerinden sonraki peptit baglarina
spesifik bir proteazdir. Siitte plazminin birincil substrati1 B-kazeindir. B-kazeinin Lysas-
Lys29, Lysios-Hisios ve Lysios-Gluio7 baglarinin plazmin tarafindan hidrolizi sonucu,
proteoz pepton ve y-kazeinler olugmaktadir [111]. Plazminin, as-kazein iizerindeki
proteoliz hizinin B-kazein hidrolizi ile yaklagik olarak ayni oldugu belirtilmektedir. Buna
karsin, asi-kazeinin proteolizi daha yavas ilerlemektedir. Plazminin, diger kazein
fraksiyonu olan k-kazein iizerine proteolitik etkisinin ¢ok az diizeyde oldugu ya da
aktivite gdstermedigi belirtilmistir [112]. Kazeinlerin plazmin tarafindan hidrolizi sonucu
olusan fraksiyonlarin, UHT siitlerde depolama siirecinde degistigi ve artan depolama
siiresince daha fazla kazein fraksiyonu olustugu da rapor edilmistir [113]. Serum
proteinlerin plazmin tarafindan proteolizine yonelik sinirli sayida calisma olmakla

birlikte, bu proteinlerin globiiler yapilarindan dolay1 proteolize direngli oldugu

belirtilmistir [114].
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2.5.2. Plazmin Aktivitesine Etki Eden Faktorler

Oldukca dinamik bir protez sisteminin pargast olmasi nedeni ile plazminin siitteki
proteolitik aktivitesi bircok faktore bagli olarak degisiklik gostermektedir. Plazminojen
aktivasyon diizeyinin yani sira plazmin ve plazminojen aktivatorleri inhibitorlerinin
varlig1 ‘net plazmin aktivitesi’ {izerinde dogrudan etkili olmaktadir. Cevresel kosullar
incelendiginde hayvanin ki ve yasinin plazmin aktivitesini etkiledigi belirtilmistir.
Bunun yan sira, laktasyon doneminin sonlarinda plazmin ve plazminojen aktivitesinin
arttig1 da rapor edilmistir [115]. Ayrica, mastitis ve yiiksek somatik hiicre miktarinin da
yine artmis plazmin aktivitesine yol actig1 bilinmektedir. Cevresel etmenlerin yaninda,
stit igsleme ve depolama kosullarinin da plazmin ve plazminojen aktivitesine etkisinin
aragtirldign  birgok ¢aligma literatiirde bulunmaktadir. Ornegin, soguk depolama
kosullarinda plazmin ve plazminojen aktivatorlerinin aktif halde olmasi nedeni ile
proteoliz hizinin arttigini belirten c¢alismalar olmakla birlikte [106], oda sicakliginda
depolamaya kiyasla sogukta (5°C) depolanan siitlerde plazminin daha az aktivite

gozlendigini belirten caligmalar da mevcuttur [116].

Plazmin, 37°C’de optimum aktivitesini pH 7.5’da gosterse de, genis bir pH araliginda
aktivitesini devam ettirebilmektedir. Ancak pH diisiisli ile birlikte kazein misellerinin
dissosiasyonu sonucu plazmin ve ve plazminojenin misel yapisindan serum faza gectigi

bildirilmistir [106].

Isil islemin, siitte plazmin aktivitesi ilizerine en ¢ok etki eden etmenlerden biri oldugu
yapilan caligmalarla ortaya konmustur. Plazmin, plazminojen ve plazminojen
aktivatdrlerinin 1s1l dayanimi yiiksek iken, plazmin inhibitdrleri ve plazminojen aktivator
inhibitorlerinin 1s1ya karsit duyarli oldugu bilinmektedir. Plazminin tamamen inaktive
olabilmesi i¢in 80°C’de 10 dakika 1s1l isleme tabi tutulmasi gerekmektedir [117]. LTLT
(Low Temperature Long Time, 60-62.5 °C/ 30 dk) 1s1l islem uygulanmus siitlerde plazmin
ve plazminojenin aktivitesinde azalma meydana gelmedigi, hatta uygulanan 1s1l islemin
plazmin inhibitorlerini inaktive etmesi ya da plazminojen denatiirasyonu ile artan uPA
aktivasyonu sonucu plazmin aktivitesinin bir miktar arttigim1 belirten g¢aligmalar
mevcuttur [118,119]. HTST (High Temperature Short Time) ve UHT (Ultra High
Temperature) islemlerinin sonucunda ise plazmin aktivitesinin azaldigi, ancak halen
%20-40 diizeyinde aktivitesini devam ettirebildigi rapor edilmistir [106]. Gorece yiiksek

1s1l iglem normlarinda azalan plazmin aktivitesine, siitte bulunan -laktoglobiilinin
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denatiirasyonu ve bunu izleyen B-laktoglobiilinin-plazminojen etkilesimlerinin katkisi
oldugu da diisiiniilmektedir [106]. Plazmin enzim sisteminin karmasik ve dinamik yapisi
ve ayn1 zamanda 1s1l islem ile siitte meydana gelebilecek reaksiyonlarin da karmasikligi
nedeni ile 1s1l islemin plazmin aktivitesi lizerine etkisinin bir biitlin olarak diisliniilmesi
gerekliliginin, bu konuda kesin kantya varmay1 zorlastirdigi da arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir. Siite uygulanan homojenizasyon isleminin (200MPa) ise plazmin

aktivitesinde az da olsa bir miktar azalmaya yol actig1 belirtilmistir [120].

Peynirin olgunlagsma siirecindeki temel reaksiyonlardan proteolize katkisi nedeni ile,
peynir iretim kosullarinin plazmin aktivitesi {izerine etkisi de bir¢ok arastirmaya konu
olmustur. Ornegin peynir pihtis1 haslama sicakhign arttikca plazmin aktivitesinin,
plazminojen aktivasyonuna bagl olarak, arttig1 rapor edilmistir [106]. Peynir tiretiminde
tuzlama asamasinda kullanilan tuz miktarinin plazmin aktivitesine etkisi de bircok
calisma tarafindan incelenmis ancak celigkili sonuglar elde edilmistir. Tuz
konsantrasyonun plazmin aktivitesi lizerine etkisinin 6nemsiz diizeyde oldugunu belirten
caligmalar mevcut olmakla birlikte [121], diisiik orandaki (%2) tuz derisiminin plazmini
stimule ettigi, buna karsin yliksek tuz derisiminin plazmin aktivitesinde azalmaya yol
actigini da rapor edilmistir [122]. Stizme peynir iiretiminde kullanilacak siite uygulanan
ultrafiltrasyon isleminin ise plazmin aktivitesinde ve olgunlagsma siiresinde plazmin
kaynakli proteoliz hizinda azalmaya yol actigt bildirilmistir [123]. Bu durumunun en
temel nedeninin, UF islemi ile plazmini inhibe ettigi bilinen serum proteinlerin ve diger
plazmin inhibitorlerinin pihtida kalmasi oldugu diistiniilmektedir. Mikrofiltrasyon
isleminde ise serum proteinlerin biiyiik 6l¢lide permeata gegmesi; buna karsin plazmin ve
plazminojenin  pithtida kalmasinin, plazmin aktivitesinde artisa yol actig1

diisiiniilmektedir.

2.5.3. Siit Uriinlerinde Plazmin AKtivitesi

Plazmin aktivitesi siit ve siit iiriinlerinde, aktivite diizeyine gore, istenen ya da istenmeyen
sonuclara yol agabilmektedir. Plazminin, 1s1l isleme direngli bir enzim olmasi, hatta kimi
aragtirmacilara gore reaktivasyona bagli olarak 1sil islem sonrasinda da aktivitesinin
saptanabiliyor olmasi, bu enzim iizerinde hala yogun olarak devam eden arastirmalarin
temel nedenlerinden biridir. Plazmin aktivitesi ile UHT siitlerde depolama asamasinda

asitlik gelismeden jel olusumu (age gelation) goriilebilmekte ve bu durum siit
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endiistrisinde 6nemli kayiplara yol acan teknolojik bir kusur olarak nitelendirilmektedir.
Ancak, UHT siitlerde plazmin aktivitesine iligkin verilerin celigkili oldugu da
goriilmektedir. Bu c¢eligkinin en Onemli nedeninin, ¢alismalarda uygulanan proses
kosullarinin, depolama kosullarinin ya da siitte baslangigta bulunan plazmin diizeyinin
farkliligr ve cesitliligi oldugu diisiiniilmektedir. UHT isleminden once genellikle
uygulanan ‘6n 1sitma’ (85-90°C/30-60 sn) isleminin ise siitte jellesmeyi geciktirdigi ancak

plazmin aktivitesini tamamen elimine etmedigi belirtilmistir [106].

Yiiksek diizeydeki plazmin aktivitesinin, peynir iiretiminde de istenmeyen sonuglara yol
acabilecegi bilinmektedir. Ozellikle 1s11 islem gdrmiis peynir cesitlerinde (pihtist
haslanmis ve pisirilmis), pthtilastirict ajanlar (rennet) biiylik 6l¢lide denatiire oldugundan,
plazmin birincil proteolizden sorumlu enzim roliinii iistlenmektedir. Plazminin yiiksek
aktivitesinin peynirde yol actig1 sorunlarin basinda, proteoliz sonucu yiiksek diizeyde
olusan hidrofobik peptitlerin olgunlagma asamasinda ac1 tada yol agmasi gelmektedir
[123]. Mara ve ark. [124], disaridan plazmin ilavesi ile iiretilen peynirlerde, yiiksek
miktardaki plazmin ilavesinin piht1 kesim siiresi ve sikilasma siiresini uzattigi; pthti
sikiligin1 ve peynir verimini azalttigi yoniinde bulgular elde etmislerdir. Ancak diisiik
miktardaki plazmin ilavesinin belirtilen parametreler {izerindeki etkisinin Onemsiz
seviyede oldugunu da rapor etmislerdir. Benzer sekilde Srinivasan ve Lucey [125] de
artmis plazmin aktivitesinin peynir jellerinin reolojisi iizerinde etkili oldugu ve peynir
verim ve tekstiliriinii olumsuz etkiledigi sonucuna ulagmislardir. Buna karsin, ayni
laktasyon donemi i¢inde, 380 adet inek siitiiniin incelendigi bir calismada, plazmin
miktar1 ile bu siitlerden {retilen peynir jellerinin sikiligi arasinda bir korelasyon

bulunamamaistir [126].

Bahsedilen olumsuz etkilerin yan1 sira, plazmin enziminin peynirin olgunlagsma siirecine
katkis1 da genel anlamda kabul edilmektedir. Yine Cheddar ve Isveg tipi peynirlerde,
olgunlagma siirecinde azalan plazmin aktivitesini dengelemek amaci ile, plazminojen
ilavesi ile olgunlasma siirecinin hizlandirilabildigi rapor edilmistir [106]. Ozetlemek
gerekirse, plazmin aktivitesi peynir aroma ve tekstiiriiniin olugmasi icin elzem
faktorlerden biri olmakla birlikte, plazmin aktivitesinin yiliksek diizeyde olmasi hem
peynir yapimi hem de olgunlasma asamasinda istenmeyen sonuglara yol agabilmektedir.

Ancak yapilan ¢aligmalardan elde edilen c¢eliskili verilerin; ¢evresel etmenlerin, proses
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parametrelerinin ve kullanilan yontemlerin farkliligindan kaynaklanabilecegi de

belirtilmektedir.

2.6. Kimozin ve Siit Uriinleri
2.6.1. Kimozin

Kimozin (EC 3.4.23.4), yeni dogan buzaginin 6n midesinden izole edilen bir aspartik
proteaz olup temel olarak hiicre iginde pre-prokimozin seklinde salgilanir. 16
aminoasitlik hidrofobik kismi sinyal sekansidir ve yapidan ayrilarak prokimozini
olusturur. Kimozinin inaktif Onciilii olan prokimozin de midedeki yiiksek asitlik
sayesinde N-terminalindeki 42 aminoasitlik boliimiinii kaybederek aktif kimozini

olusturur (Sekil 2.2) [127].

(a)

Pseudochymosin

Pre Pro Chymosin
16 1 28 43 365
(b)
Pseudochymosin
Pre Pro Chymosin
16 1 28 43 Amino acid 244 365
Asp (A form)
Gly (B form)

Sekil 2. 2. Kimozin: a) Protein yapis1 b) varyantlari ve c¢) 3-boyutlu yapisi [127, 129].

Kimozin, peynir yapiminda ylizyillardir kullanilan rennet preparatinda bulunan temel
enzimdir. Ticari olarak satilan rennet preparatinda kimozinin yani sira diisiik oranda da
olsa pepsin enzimi de bulunmaktadir. Pepsin, bir asit proteaz olup, spesifik olmayan
proteoliz ile kazeinleri hidrolize ugratmasi ve yiiksek proteolitik aktiviteye sahip olmasi
nedeni ile ac1 tat olusumuna yol agabileceginden, yiiksek diizeyde kullanimi
onerilmemektedir. Kimozinin optimum pH kosullar1 peynir yapiminda genellikle ulasilan
pH degerlerinden (4.6-5.2) daha diisiik olsa da k-kazeine olan spesifikligi nedeni ile tercih
edilmektedir. Kimozinin 323 aminoasitten olusan (MW 36.5kDA) polipeptit zincirinde
dikarboksilik ve B-hidroksi rezidiilerin sayisi fazla iken; az miktarda bazik aminoasit

kalintilar1 igerdigi rapor edilmistir. Kimozinin A ve B olmak iizere iki temel varyanti
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vardir ve bu iki varyant sadece bir aminoasitten kaynaklanan farkliliga sahiptir (Sekil
2.2). Ugiincii bir varyant olarak nitelendirilen C varyantinin ise, Kimozin A’nin hidrolizi
sonucu olustugu bildirilmistir [127, 128]. Kimozinin sekonder yapisi ¢ogunlukla anti-
paralel B-pilili tabakalardan olugmakta, ayrica az miktarda kisa heliks yapilar da
icermektedir. Birincil katalitik rezidiilerin Asps2 ve Asp 215 oldugu diistiniilmektedir. Bu
rezidiilerin H-baglar1 ile stabilize oldugu ve Aspso3 aminoasitinin de Thrais ile H-bagi
aracilifi ile etkilesime girerek katalitik bdolgenin stabilizasyonunda rol aldigi

belirtilmektedir [127].

Kimozinin yanisira, bitkisel ve hayvansal diger siit pihtilastirici enzimlerin peynir
yapiminda kullanilmasina yonelik calismalar halen stirmektedir. Ancak bu enzimlerin

enzimatik etki ve spesifiklikleri farklilik gostermektedir.

Geleneksel yontemlerde, rennet kaynagi olarak hayvanlar ve  bitkiler
kullanilabilmektedir. Ancak son donemlerde rekombine kimozin iiretimi ve kullanimi
oldukca yayginlasmis durumdadir. Rekombine rennet iiretiminde en sik kullanilan
mikroorganizmalar 4. niger, Kluyveromices lactis ve E. coli’dir. Rekombinant kimozinin,
tiim Gzellikler agisindan buzagi kimozinine benzemesinden ve saflik derecesinin yiiksek
olmasindan dolay1 olgunlagsma siiresinin kusursuz gerceklestigi belirlenmistir. Buzagi
rennetinin  siit pihtilastirma aktivitesinin  %5-50’si  pepsinden kaynaklanabilirken,
mikrobiyal rekombinant kimozin preparatlar1 pepsin igermez. Bu nedenle, bu iki enzimle

yapilan peynirlerin proteolizleri arasinda bazi farklhiliklar goriilebilmektedir [130].

2.6.2. Kimozinin Etki Mekanizmasi ve Aktivitesi

Siitiin asal proteinlerinden kazeinler, dogada bulunan globiiler ve fibroz yapilardan
hicbirine tam olarak uymayan; serin kalintilar1 ile esterlesmis fosfoproteinler olup,
kolloidal partikiiller halinde bulunmaktadirlar. Kazeinlerin asal olarak, fosfoserin
kalintilar1 iceren 4 farkli protein molekiiliinden olustugu (osi-, as2-, B-, ve k-kazein)
bilinmektedir. asi-, as2, B- ve k-kazein fraksiyonlari, sirasi ile toplam kazeinin %37, 10,
35, 12’ sini olusturmaktadir [131]. Kimozin, k -kazeine spesifik bir enzim olup,
gerceklestirdigi sinirli proteoliz ile k -kazeini Phejos-Metios bagindan pargalayarak para-
k-kazein ve kazeinomakropeptit (CMP) olusumuna yol agmaktadir. Ancak, Phe-Met
dipeptidinde ya da Phe-Met iceren tripeptit ya da tetrapeptitlerde kimozin aktivitesi
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sonucu Phe-Met baginda hidroliz goriilmemesi, kimozin aktivitesinin polipeptit zincirinin
uzunlugu ve etrafindaki aminoasit dizilimi ile de yakindan iliskili oldugu sonucunu
dogurmaktadir [127]. Kimozin, kazein misellerinin dis kisminda bulunan, sterik ve
elektrostatik stabilizasyonu saglayan k-kazeinin su fazina dogru ¢ikinti yapan C-
terminalini ayirarak, Ca™ varliginda misellerin flokiile ve agrege olmasini ve bunu
izleyen silirecte peynir jelinin olusumunu saglamaktadir. Her nekadar -kazeinin
kimozinin birincil substrati oldugu bilinse de, as-, ve B-kazeinin de kimozin tarafindan bir
miktar hidrolize ugradigi belirtilmektedir [122, 132]. Peynir yapimi asamasinda
kullanilan siitiin bilesimi, pH, 1sil islem, iyonik gii¢, enzim derisimi ve kaynagi,
uygulanan 6n islemler gibi faktorlerin kimozin aktivitesi ve pihtilasma siirecini etkiledigi

belirtilmektedir.

2.7. Peynir Uretimi ve Proteoliz

Siitiin peynire doniisiimiinde proteoliz en 6nemli biyokimyasal siireglerden biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Siitiin pihtilagtirilmasi isleminde, kazeinlerin destabilizasyonu
enzim (rennet) ile, izoelektrik metotla (asit ilavesi) ya da 1s1 ve asit uygulamasinin
kombinasyonu seklinde saglanabilmektedir. Ancak tiim diinyada iiretilen peynirlerin
bliylik cogunlugu disaridan enzim (rennet) ilavesi ile iiretilmekte ve olgunlastirma islemi
uygulanan peynirler i¢in disaridan eklenen ve pihtida kalan rennet aktivitesi peynirin yap1
ve aromasina biiyiik oranda etki etmektedir [3, 122]. Bu nedenle endojen ve eksojen

proteolitik enzimler peynir yapimi ve olgunlasma asamasinda biiylik neme sahiptirler.

2.7.1. Siitiin Enzimatik Pihtilasma Siireci

Peynir iiretiminin temeli olan siitiin pihtilasma siireci (rennetlenme siireci) temel olarak
iki agsamada ger¢eklesmektedir. Birinci asama olan enzimatik fazda, kimozin aktivitesi
ile kolloidal kararliligim1 yitiren kazein miselleri, ikinci asamada agrege olmaya

baslayarak peynir jeli yapisini olugturmaktadir.
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A misel = +enzim ¥

D. Birbirine bagh zincirlerin olusumu

Sekil 2. 3. Siitiin enzimatik koagiilasyonunun sematik gosterimi

Enzimatik asamada, kimozin tarafindan gerceklestirilen proteoliz ile kazein misellerinin
yiizeyinde bulunan k-kazeinler, Pheios-Metios bagindan parcalanarak para-k -kazein (1-
105) ve CMP (106-169) olmak iizere iki kisma ayrilir. Hidrofilik 6zellikte olan CMP
serum faza gecerken, para-k-kazein fraksiyonu misel yapi i¢cinde kalmaya devam
etmektedir. Enzimatik fazda gergeklesen bu sinirli proteoliz ile, kazein misellerinin sahip
oldugu net negatif yikiin yaklasik %50 oraninda azaldigi belirtilmistir [133]. Bu
degisimler ile, kazeinlerin kolloidal stabilitesini saglayan etmenlerden olan elektrostatik
ve sterik etkilerin azalmasinin, kazein miselleri arasindaki ¢ekim gii¢lerinin artmasi ve
misellerin birbirine yaklagsmasina zemin hazirladig: bilinmektedir. Rennetlenmenin ikinci
asamasinda ise misellerde bulunan k-kazeinin énemli bir kisminin proteolize ugrayarak
parcalanmasinin ardindan, sicaklik ve Ca™ iyon derisiminin yeterli diizeyde olmasi
durumunda, kolloidal kararliligini yitiren kazein miselleri birbirleriyle birleserek gozle

goriilebilir piht1 partikiilleri (flokiiller) olustururlar. Misel agregasyonunda, hidrofobik
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etkilesimler, van der Waals etkilesimleri ve elektrostatik etkilesimlerin kilit rol oynadig:

belirtilmektedir [134].

2.7.2. Peynirin Olgunlasma Siireci

Asit jeli olarak adlandirilan ve enzim ilavesi ger¢eklesmeden iiretilen peynirler taze
olarak tiiketilse de rennet ile koagiile peynir tiirlerinin ¢ok biiytik bir kismi iki haftadan
iki yila kadar degisen olgunlastirma siireglerinden gegmektedir. Bu siiregte, proteoliz,
lipoliz, kalint1 aminoasit ve yag asitlerinin katabolizmasi, laktoz ve sitrat metabolizmasi
gibi birden ¢ok metabolik yolla olusan bilesikler peynire 6zgii tat-koku bilesiklerinin

olusumunu saglamakta ve tekstiir 6zelliklerini gelistirmektedir [134].

Proteolizin, bu yollarin i¢inde en karmasik olan metabolik yol oldugu diisiintilmektedir.
Peynirin olgunlasma siirecinde meydana gelen proteolizin, koagiilant (kimozin, pepsin
gibi), siitte bulunan endojen enzimler (plazmin, katepsin D ve belki diger somatik hiicre
proteinazlar), starter ve starter dist mikroorganizmalar, ve olgunlagmay1 hizlandirmak
icin kullanilan ekzojen proteinaz ve/veya peptidaz kaynakli enzimler gibi birden fazla
kaynag1 olabilmektedir [135]. Proteoliz, peynirin olgunlasma siirecine en az dort farkl
yoldan katki saglamaktadir. Bunlar; aminoasit ve peptitlerin ya da aminoasit ve aminlerin
katabolizmas1 sonucu olusan bilesiklerin dogrudan tat {izerine etkileri, ¢gigneme sirasinda
ortaya cikan fazla miktardaki hos tat-aroma bilesiklerinin salinimini kolaylastirmast,
amonyak olusumu nedeni ile pH’da meydana gelen degisiklikler ve protein aginin
kirilmasi ile tekstiir ve su tutma kapasitesindeki degisiklikler olarak siralanabilir [134].

Siitiin sol halden jel haline donlismesinde temel etken olan kimozin, olgunlasma
siirecinde de peynir yap1 ve aromasina bilyiik katki saglamaktadir. Siite eklenen rennet
enziminin biiylik kisminin peynir alt1 suyunun drenaji ile pthtidan ayrildigi bilinmekle
birlikte, pihtida kalan kimozin miktarinin peynir ¢esidine gore % 15-50 arasinda degistigi
bildirilmistir [122,136]. Peynir pihtisinda kalan rennet miktar1 ve aktivitesi bir¢ok
parametreye bagli olarak degismektedir. Ornegin, rennet ilavesi ve peynir alti suyu
salinimi sirasindaki pH degeri azaldikg¢a, pithtida kalan kimozin aktivitesinde artis oldugu
belirtilmistir. Ayrica, siitiin kazein igerigi, eklenen rennetin nitelik ve niceligi ile peynir
pihtisina uygulanan haslama gibi islemlerin de peynirde kalinti kimozin aktivitesine
onemli derecede etki ettigi bildirilmistir [133, 137]. Peynir pihtisinda kalan rennet, pH
4.6 ¢Oziiniir azot ve suda ¢Oziiniir azot miktarina katki saglayan proteolitik ajanlarin

basinda gelmektedir [3, 122, 136]. Bunlarin yani sira, rennetin proteoliz sonrasi agiga
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cikan kisa zincirli ve hidrofobik peptitlerle ya da bunlarin proteinaz ya da peptidazlarla
katabolizmas1 sonucu agiga ¢ikan aminoasitler ve kisa zincirli peptitler ile peynir

aromasina dogrudan ya da dolayl olarak yol ac¢tig1 da belirtilmektedir [134, 136].

Plazmin, rennet ile birlikte, peynirin olgunlasma asamasinda kazeinlerin birincil
proteolizinden sorumlu enzim olarak nitelendirilmektedir. Rennet asi-kazeini daha ¢ok
hidrolize ederken, plazmin peynir pithtisindaki B-kazein ve as2-kazeini dncelikli olarak
proteolize ugratmaktadir. Plazminin dzellikle Cheddar ve Swiss-type (Isveg tipi) gibi bazi
peynir cesitleri i¢in olgunlasma silirecinde olduk¢a kritik 6nemde katkist oldugu
belirtilmistir [138]. Plazminin bu katkisit peynirde aroma olusumu igin arzu edilse de,
ozellikle ge¢ laktasyon siitlerininden elde edilen peynirlerin, yiiksek plazmin aktivitesi
nedeni ile, diisiik kaliteye sahip oldugu da belirtilmistir. Ayrica, yiiksek diizeydeki
plazmin aktivitesinin, olgunlagsma siirecinde asir1 proteolize yol acarak peynirde aci tat
etmeni hidrofobik peptitlerin olusumunu hizlandirdig1 da belirtilmistir. Yine de, son
zamanlarda giindemde olan peynirin olgunlastirma siirecinin hizlandirilmasi ve taze
peynirlerde aroma gelistirilmesi amagclari ile yapilan ¢aligmalarda plazmin enziminden

faydalanilabilecegi tartisilmaktadir [113].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

Plazmin (EC 3.4.21.7) ve kimozin (EC 3.4.23.4) enzimleri Sigma-Aldrich Chemical Co.
(St.Lous, MO, USA)’den temin edilmistir. Ayrica, kullanilan fenolik bilesik standartlari
(Katesin (C), epikatesin gallat (ECG), epigallokatesin-3-gallat (EGCG), kuersetin
(QUER),myrisetin (MYR), resveratrol (RESV), kurkumin (CURC), ferulik asit (FA), p-
kumarik asit (CA), gallik asit (GA)) da yine Sigma-Aldrich Chemical Co. (St.Lous, MO,
USA)’dan temin edilmistir. Plazmin substrati (N-succinyl-ala-phe-lys 7-amido-4-
methylcoumarin) Sigma-Aldrich Chemical Co. (St.Lous, MO, USA)’dan; kimozin
substratlart (H-Pro-Thr-Glu-Phe-p-nitro-Phe-Arg-Leu-OH ve H-Leu-Ser-p-nitro-Phe-
Nle-Ala-Leu-OMe trifluoroacetate salt) ise BACHEM California Inc (Torrance,
USA)’den temin edilmistir. Peynir tiretiminde kullanilan ¢ig siit Tarim Kredi Birlik Tarim
Uriinleri A.S.’den temin edilmistir. Peynir {iretiminde kullanilacak Maxiren (kimozin)
enzimi ise Bah¢ivan Gida A.S. tarafindan saglanmistir. Peynir iiretiminde kullanilan yesil
cay ekstrakti (YCE), DSM Nutritional Products Ltd (Basel, Switzerland) firmasindan

temin edilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Plazmin Aktivitesi Olciimleri

Plazmin enziminin aktivitesi Richardson ve Pearce [139]’e gore, fluorometrik olarak
belirlenmigtir. N-succinyl-ala-phe-lys 7-amido-4-methylcoumarin, plazmine &zgii
fluorojenik substrat olarak kullanilmistir. Olgiimler Cary eclipse fluoresans
spektrofotometre (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)) ile, quartz
mikrokiivet kullanilarak alinmistir. Uyarilma ve emisyon dalga boylar1 Aex: 380 nm,
Aem: 460 nm, slit genisligi 5 nm olarak belirlenmistir. 85 pL 0.05mM tris-glisin tamponu
(pH 7.5), 20 pL stok substrat (1.23 mM), ve 15 pL 0.3 puM Tris-glisin tamponunda
¢oziinmiis plazmin ¢ozeltilerinden olusan reaksiyon karigimi mikro kiivette hazirlanarak,
fluoresans siddetindeki artis 10 dk boyunca her 30 saniyede 6l¢iim alinarak kaydedilmis

ve reaksiyon hizindan yola ¢ikarak enzim aktivitesi degerleri (a.b./dk) belirlenmistir.
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3.2.2. Plazmin inhibisyon Denemeleri

Denemelerde kullanilacak tiim standart stok fenolik c¢ozeltileri uygun organik
coziiciilerde ¢oziinmiis ve sonraki seyreltmeler Tris-glisin tamponu (pH 7.5) kullanilarak
yapilmistir. Fenolik bilesikler (C, ECG, EGCG, QUER, MYR, RES, CURC, FA, CA,
GA) ve plazmin ¢ozeltisi son konsantrasyonlari sira ile 300 uM ve 2.4 uM olacak sekilde
37°C’de 15 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tiim érnekler 10°C’de denge
sicakligina getirilmis ve sabit sicaklikta plazmin aktivitesi dl¢limleri gergeklestirilmistir.
Tiim fenolik bilesikler i¢in, fenolik ¢ozeltisindeki organik ¢oziicii ile ayn1 derisime sahip
organik ¢oziicii iceren ve fenolik bilesik icermeyen kontrol 6rnekleri de hazirlanmistir.
Tampon c¢ozeltideki plazmin ve fenolik bilesik sistemlerinin yani sira, ortamda siit
proteinlerinin varliginin, fenolik bilesiklerin plazmine karst olasi inhibitor ozellikleri
iizerine etkisini belirlemek amaci ile plazmin aktivitesi Olgiimleri siit matrisinde de
gerceklestirilmistir. Bu amagla, 300 uM ve 2.4 uM son derisime sahip fenolik bilesikler
ve plazmin, rekonstitiie siite ilave edilerek 37°C’de 15 dk inkiibe edilmis ve ardindan

plazmin aktivitesi 6l¢iimleri daha once belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.

3.2.2.1. Enzim Kinetiginin incelenmesi ve ICsy Degerlerinin Belirlenmesi

Plazmine kars1 inhibitor 6zellik gosteren fenolik bilesikler i¢in enzim kinetigi ¢aligsmalari
dahilinde, sergiledikleri inhibisyonun tipini belirlemek amaci ile Lineweaver—Burk
grafiklerinden yararlanilmistir. Fenolik bilesikler (300 uM) ile dnceden inkiibe edilmis
plazmin enzimi (2.4 uM), degisken derisimdeki substrat (0.098, 0.197, 0.295, ve 0.394
mM) ile etkilestirilmis ve reaksiyon hizi 6l¢timleri gergeklestirilmistir. Michaelis-Menten
sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degeri, Michaelis—Menten garfigine non-lineer
regresyon uygulanarak belirlenmistir. 0.21mM substrat derisimindeki ICso degerleri,
degisken fenolik (inhibitor) derisimlerine karst plazmin inhibisyon orani (%) ¢izilerek

olusturulan grafiklere non-lineer regresyon uygulanarak elde edilmistir.

3.2.2.2. Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi ile Plazmin Konformasyonunun
Belirlenmesi

Plazminin ikincil yapisin1 belirlemek amaci ile CD Odlglimleri, Jasco J815 CD
spectrofotometre (Tokyo, Japonya) kullanilarak yiiriitilmiistiir. Bu amagla 1mm
genislige sahip kiivet kullanilmig ve tim Ol¢iimler 25°C’de almmustir. 192-250 nm

arasindaki far-UV spektrumu alinan 3 Olglimiin ortalamasi olarak kaydedilmistir.
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Enstriimantal parametreler su sekildedir; 50 nm/dk tarama hizi, 1 nm bant genisligi, 100
mdeg sensitivite, ve 4 s cevap verme siiresi. Plazmin ve tiim fenolik bilesikler 10mM
fosfat tamponunda (pH 6.8), son derisimleri 1 uM ve 50 uM olacak sekilde 37°C’de 15
dk inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen 6rneklerdeki en yiiksek organik bilesik oraninin
%10’dan daha az oldugu ve bu oranin plazminin ikincil yapisinda herhangi bir degisime
yol agmadig1 yapilan ¢caligsmalarla 6ncelikli olarak belirlenmistir. Bazi fenolik bilesiklerin
girisim yapmasi nedeni ile, fenolik bilesiklerin 10mM fosfat tamponundaki (pH 6.8)
spektrumu, plazmin-fenolik kompleksi spektrumundan ¢ikarilarak data analizi yapilacak
spektrumlar elde edilmistir. Sonuglar ortalama rezidii molar eliptiste ([®]R, degem?
dmol ™) olarak verilmistir. Fenolik bilesikler ile etkilestirilmis plazmin drneklerine ait
sekonder yap1 tahminleri CDPro yazilimi kullanilarak yapilmistir. Elde edilen datalar
CDPro yazilimi i¢inde 43 standart proteini olusturan referans set baz alinarak CONTILL

programi ile iglenmistir.

3.2.2.3. Plazmin-fenolik Etkilesimlerine Ait Termodinamik Parametrelerin
Izotermal Titrasyon Kalorimetresi (ITK) ile Belirlenmesi

Plazmin ve plazmine kars1 inhibisyon gosteren fenolik bilesiklerin (ECG, EGCG, QUER,
MYR, CURC) baglanma karakteristiklerinin belirlenmesi amaci1 ile plazminin bu fenolik
bilesikler ile titrasyonu Microcal 200 enstriimani (Malvern Panalytical Ltd, Malvern, UK)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu amagcla, referans hiicresi saf su ile doldurulmus;
reaksiyon hiicresi ise seyrelme 1sis1 6l¢iimii icin 10mM fosfat tamponu (pH 7.5), 6rnek
titrasyonlar1 i¢in 10mM fosfat tamponu (pH 7.5)’nda ¢oziinmiis plazmin enzimi ile
doldurulmustur. Analizde, 300 pL fosfat tamponu ya da plazmin enzimi (2 pM), her bir
polifenol ile (50 uM) 30°C’de titre edilmistir. Fenolik bilesikler ile plazmin arasindaki
etkilesimler sonucu ag¢iga ¢ikan 1s1, her bir fenolik icin seyrelme 1silar1 ile ilgili
diizeltmelerin yapilmasinin ardindan belirlenmistir. Zamana kars1 1s1 akigini (pcals™)
gosteren grafikler Orijin 7 yazilimi kullanilarak integre edilmis ve fenolik/plazmin
oranina karst mol basma entalpi degisimini gosteren grafikler elde edilmistir.
Baglanmaya ait termodinamik parametreler (baglanma bdlgesi sayisi(n), baglanma sabiti
(K), baglanma entalpisi (AH), serbest enerji (AG) ve entropi (AS)) de datanin uygun

baglanma modeli ile fit edilmesinin ardindan belirlenmistir.
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3.2.3. Yesil Cay Ekstraktinin Siitiin Plazmin ile Pihtilasmasina Etkisinin
Belirlenmesi

Saflastirilmis fenolik bilesikler ile yapilan inhibisyon denemeleri sonucunda yesil cay
ekstrakt1 (YCE), tez kapsaminda fenolikge zengin peynir {iretimi amaci ile kullanilacak
kullanilacak dogal fenolik kaynag olarak belirlenmistir. YCE nin siitte plazmin tizerine
etkisini belirlemek amaci ile siit 6rnekleri ile koagiilasyon denemeleri yiiriitiilmiistiir. 25
mL siit drnegine son derisimi 1000 ppm olacak sekilde YCE ve son derisimi 0.3uM
olacak sekilde plazmin ilave edilmistir. Pozitif kontrol 6rnegi ise sadece plazmin enzimi
(0.3uM) icerecek sekilde hazirlanmistir. Plazmin ilavesi olmadan, 1000 ppm YCE ilavesi
ile hazirlanan siit 6rnegi de negatif kontrol olarak degerlendirilmistir. Orneklerin
hazirlanmasinin ardindan, her bir 6rnekten SmL alikuotlar hazirlanmig ve 5 giin boyunca
alinan 6rnekler 20 000 x g’ de 10 dk boyunca santrifiij edilerek elde edilen pitht1 hacmi

tizerinden degerlendirme yapilmstir.

3.2.4. Kimozin Aktivitesi Olciimleri

Kimozin aktivitesi Martin ve ark. [140]’a gore, H-Leu-Ser-p-nitro-Phe-Nle-Ala-Leu-
OMe trifluoroacetate substrati kullanilarak, Thermo Scientific GENESYS 10S Series UV
spektrofotometre ile belirlenmistir. UV  spektrofotometrik 6l¢iimler, heptapeptidin
kimozin tarafindan proteolize ugramasi sonucunda olusan tripeptit ve heptapeptidin belli
dalga boyunda verdigi absorbansin degismesi ve bu degisimin oOl¢iilmesi temeline
dayanmaktadir. Kimozin aktivitesi dl¢timlerinde 6ncelikli olarak, heptapeptit ve proteoliz
iriinii  tripeptidin  maksimum absorbans farkinin gozlemlendigi dalga boyunun
belirlenmesi amaci ile substrat ve kimozin ile inkiibe edilmis substrat i¢erikleri 230-400
nm araliginda scan edilmistir. Kimozin substrati ve kimozin ile hidroliz sonucu olusan
tripeptit arasindaki maksimum absorbans farkinin 310 nm’de 6l¢iildiigl belirlenmistir.
Ardindan, kimozin aktivitesi degerleri, 310 nm’de 10 dakika boyunca 60 saniyede bir
alinan ol¢timler sonucu elde edilen grafige ait ilk hiz degerleri kullanilarak belirlenmis ve
enzim aktivitesi Abs*1000/dk olarak ifade edilmistir. Kimozin, 50 mM fosfat
tamponunda (pH 6.0), substrat ise 10 mM asetat tamponunda (pH 4.7) ¢oziinerek stok
cozeltiler hazirlanmigtir. Reaksiyon ortaminda, 6lglim 6ncesi kimozin ve substratin son

derigimleri sirasi ile 100 nM ve 98 uM’dir. Denemeler 2 tekrarli olarak yiirtitiilmiistiir.
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3.2.5. Kimozin inhibisyon Denemeleri

Fenolik bilesiklerin kimozin aktivitesine etkisinin belirlenmesi amaciyla; Oncelikle
kimozin ve fenolik bilesikler son derisimleri SuM ve 500uM olacak sekilde 37°C’de 15
dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi ortam sicakliginda dengeye birakilan kimozin-
fenolik kompleksleri ile daha once belirtildigi sekilde kimozin aktivitesi Ol¢limleri

gerceklestirilmistir.

3.2.5.1. Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi ile Kimozin Konformasyonun
Belirlenmesi

Kimozinin ikincil yapisin1 belirlemek amaci ile CD o6lgiimleri Jasco J815 CD
spektrofotometre (Tokyo, Japonya) kullanilarak alinmistir. Bu amagla Imm genislige
sahip kiivet kullanilmig ve tiim Ol¢limler 25°C’de alinmistir. 192-250 nm arasindaki far-
UV spektrumu alman 3 Olglimiin ortalamasi olarak kaydedilmistir. Enstriimantal
parametreler su sekildedir; 50 nm/dk tarama hizi, 1 nm bant genisligi, 100 mdeg
sensitivite, ve 4 s cevap verme siiresi. Kimozin ve tiim fenolik bilesikler S0mM fosfat
tamponunda (pH 6.8), son derisimleri 2 uM ve 50 uM olacak sekilde 37°C’de 15 dk
inkiibe edilmistir. Bazi fenolik bilesiklerin girisim yapmasi nedeni ile, fenolik bilesiklerin
50mM fosfat tamponundaki (pH 6.8) spektrumu, kimozin-fenolik kompleksi
spektrumundan ¢ikarilarak data analizi yapilacak spektrumlar elde edilmistir. Ayrica
fenolik bilesiklerin tam olarak ¢ozilinebilmesi i¢in gerekli organik ¢oziicii icerikleri
kimozinin yapisinda baz1 degisikliklere yol ag¢tigindan, sonuclar her bir fenolik i¢in ayri
ayr1 analiz edilmistir. Sonuglar ortalama rezidii molar eliptiste ([®]R, degecm? dmol™)
olarak verilmistir. Sekonder yap1 tahminleri CDPro yazilimi kullanilarak yapilmistir.

Elde edilen datalar CDPro yazilimi igindeki CONTILL programu ile iglenmistir.

3.2.5.2. Kimozin-fenolik Etkilesimlerine Ait Termodinamik Parametrelerin
Izotermal Titrasyon Kalorimetresi (ITK) ile Belirlenmesi

Kimozin ile fenolik bilesikler arasindaki olast etkilesimlerin belirlenmesi amac ile,
kimozinin fenolik bilesikler ile titrasyonu Microcal 200 enstriimani (Malvern Panalytical
Ltd, Malvern, UK) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu amacla, referans hiicresi destile
su ile doldurulmus; reaksiyon hiicresi ise seyrelme 1sist Ol¢limil i¢in 5S0mM fosfat
tamponu (pH 6.8), 6rnek titrasyonlar1 i¢in 10mM fosfat tamponu (pH 7.5)’nda ¢ézlinmiis
kimozin enzimi ile doldurulmustur. Analizde, 300 pL fosfat tamponu ya da kimozin

enzimi (10 pM), her bir polifenol ile (100 pM) 30°C’de titre edilmistir. Fenolik bilesikler
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ile kimozin arasindaki etkilesimler sonucu agiga ¢ikan 1s1, her bir fenolik i¢in seyrelme

1silari ile ilgili diizeltmelerin yapilmasinin ardindan belirlenmistir.

3.2.6. CMP (Kazeinomakropeptit) Analizi

Tez caligmasimin sonraki asamasinda minyatiir peynir yapimminda kullanilmak iizere
fenolik kaynagi olarak secilen yesil ¢ay ekstraktinin, siitlin enzimatik koagiilasyon
stirecine etkisinin belirlenmesi amaci ile CMP analizi RP-HPLC ile yiiriitiilmiistiir [141].
Bu amagla, YCE ilave edilen (1000ppm ve 2000ppm) ve edilmeyen siit 6rneklerinde
rennetlenme siireci boyunca alinan 6rneklerde CMP olusumu degerlendirilmistir. Siit
ornekleri analiz Oncesinde pastorize edilmistir (65°C/30dk). Yapilan analizlerde
enzimatik siirecin gostergesi olarak olusgan CMP’nin iki genetik varyantt (CMP-A ve
CMP-B) RP-HPLC ile belirlenmistir. Tiim 6rneklerdeki CMP (%) igerigi (CMP-A +
CMP-B), YCE icermeyen kontrol drneklerindeki maksimum pik alani referans alinarak

hesaplanmuigtir.

3.2.7. Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyeli ({) Ol¢ciimii

YCE ilavesinin siitiin rennet ile koagiilasyonu sirasinda kazein misellerinin agregasyon
mekanizmasina etkisini belirlemek amaci ile partikiil boyutu ve zeta potansiyeli Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments, UK) ile belirlenmistir. Bu amagcla, pastorize edilen
(65°C/30dk) siit ornekleri yagindan ayrilmig, ve 25°C’ye ayarlanan su banyosunda
dengeye gelmesi saglanmistir. 1000 ppm YCE ilavesi yapilan ve yapilmayan (kontrol) 5
mL siit 6rneklerine 20 pL kimozin (1/100, v/v) ilave edilmistir. Tiiplerden kimozin
ilavesinden once ve kimozin ilavesinden 10, 20, 30, 45 ve 60 dk sonra alinan 6rnekler
1:20 oraninda siit ultrafiltratini simiile eden tampon ile (Tris base 0.02 M, NaCl 0.05 M,
CaCl2 0.003 M, pH: 6.7) seyreltilmistir. Seyreltilen 6rnekler 6l¢iim 6ncesinde 0.45 pm
naylon filtreden geg¢irilmistir. { ve partikiil boyutu DLS ile alinan dlglimler sonucu
belirlenmistir. Olgiimler 25°C’de gergeklestirilmistir. Analiz iki tekrarli olarak

ylrlitilmistir.
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3.2.8. Minyatiir Peynir Uretimi

3.2.8.1. Peynire Islenecek Siite Uygulanan Kimyasal Analizler
Peynir siitlinde kuru madde analizleri gravimetrik olarak [142], yag analizi Gerber
metodu ile [143], protein icerigi ise spektrofotometrik olarak belirlenmistir [ 144]. Peynir
stitlerinin pH’s1 masa tipi dijital pHmetre (Sartorius, TE214S, Germany) ile 6l¢iilmiistiir.
3.2.8.2. Minyatiir Peynir Uretim Basamaklar
Laboratuvar 6lgekli peynir iiretimi i¢in asagida belirtilen akis semasi izlenmistir:

% Cig siit
Pastdrizasyon (65°C/30 dk)
Sogutma (32°C)
Plazmin ilavesi

CaCl, ilavesi

P P P

Starter kiiltiir ilavesi(Lactococcus lactis ssp lactis& Lactococcus lactis ssp
cremoris)

On olgunlastirma

Yesil ¢ay ekstrakti iceren peynir ornekleri icin YCE ilavesi
Rennet (Maxiren) ilavesi

Koagiilasyon siireci (36°C/1saat)

P1iht1 kesimi

Peynir alt1 suyu uzaklastirma (3000xg, 1 saat, 20°C)
Salamurada bekletme (%14 NacCl, 15 dk)

Salamura uzaklastirma (4000xg, 2 dk, 20°C)

Vakum paketleme

Depolama (+4°C)

I I S T T B BN B B

Yapilan 6n denemelerde, olgunlagma siiresince peynir 6rneklerinde plazmin aktivitesi
saptanamamasi nedeni ile, plazmin peynir liretiminde disaridan ilave edilmistir. YCE
iceren Orneklerdeki YCE derisimi, peynire islenecek siitte 1000ppm olacak sekilde
ayarlanmistir. Olgunlagsmanin Olgunlagsmanin 1., 15., 30. ve 60. giinlerinde alinan

ornekler ile sonraki analizler iki tekrarli olacak sekilde yiiriitilmiistiir.
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3.2.9. Olgunlasma Siirecinde Peynir Analizleri

3.2.9.1. Plazmin Aktivitesi Ol¢iimleri

Olgunlagsma siirecinde alinan Orneklerde plazmin aktivitesi 6lgiimleri Richardson ve
Pearce [139]’a gore ylriitiilmiistiir. Bu amagla, belirtilen metoda ek olarak, 6rnek
hazirlama asamasinda e-aminokaproik asit (EACA) ilave edilerek plazminin kazein
misellerinden ayrilarak seruma ge¢mesi saglanmistir. Fluorometrik 6lgtimler N-succinyl-
ala-phe-lys-7-amido-4-methylcoumarin kullanilarak gergeklestirilmis ve fluoresans
intensitesindeki degisim 30 dk boyunca dakikada bir alinan dl¢timler ile kaydedilerek
plazmin aktivitesi belirlenmistir. Sonuglar nmol AMC - dkl.g kuru 6rnek!' olarak

verilmigtir.

3.2.9.2. Kalinti Kimozin Aktivitesi Olciimleri

Peynir oOrneklerinde kalint1 kimozin analizleri Hurley ve ark [145]’a gore
gerceklestirilmistir. Peynir ornekleri trisodyum sitrat tamponunda (pH 7) homojenize
edildikten sonra 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Ardindan 2000xg’de 5°C’de 5 dk
santrifiij edilen orneklerden alinan sivi faz, sodyum format tamponu (pH 3.2) ve stok
kimozin substratt (Pro-Thr-Glu-Phe-p-nitro-Phe-Arg-Leu-OH) ile 37°C’de 2.5 saat
inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda reaksiyonu durdurmak amaci ile érnekler 70°C’de
10 dk bekletilmis ve ardindan 16000 x g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen
supernatant 0.45uM RC filtreden gegirilerek RP-HPLC ile analiz edilmistir. RP-HPLC
analizleri Agilent 1100 seri HPLC cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. Kromatografik
ayrim, Zorbax C18 (250x4,6 mm, Sum, 300 A°) kolon kullanilarak gergeklestirilmistir.
Kolon sicakllig1 25°C ve okumanin yapildig1 dalga boyu 300 nm’dir. Mobil faz A olarak,
%0,1 TFA (Trifluoroasetikasit, h/h) iceren deiyonize su ve Mobil faz B olarak, %0,1 TFA
iceren asetonitril (h/h) kullanilmistir. Kullanilan gradient program Cizelge 3.1.°de

verilmigtir.

3.2.9.3. Kuru madde Tayini
Peynir orneklerinde toplam kurumadde miktar1 gravimetrik olarak 103°C‘de yapilmistir

[146].
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Cizelge 3. 1. RP-HPLC ile kalint1 kimozin analizinde kullanilan gradient program

Siire % Mobil faz B Akis hizi (mL/dk)
0 15 1
5 15 1
25 45 1
28 95 1
30 95 1
35 15 1

3.2.9.4. Protein Tayini
Toplam azotlu maddeler tayini AOAC metoduna gore Kjeldahl yontemi ile belirlenmistir.
Hesaplanan % toplam azotlu madde degerleri 6,38 faktorii ile carpilarak % protein

icerikleri hesaplanmistir [147].

3.2.9.5. pH 4.6’da Coziiniir Azotlu Madde Miktarinin Belirlenmesi

pH 4,6°da ¢oziiniir ve ¢oziinmeyen fraksiyon Kuchroo ve Fox [148]‘a gore hazirlanmustir.
Bu amagla; homojenize edilmis peynir orneklerinden 5 g tartilmis ve iizerlerine 25 mL
deiyonize su eklenmistir. HCl ve NaOH kullanilarak pH 4,6‘ya ayarlanmistir ve 40°C’de
1 saat bekletilmistir. Daha sonra 4 °C*‘de ve 5000 rpm‘de 15 dakika santrifiij edilmis ve
Whatman No:113 filtre kagidi kullanilarak filtre edilmistir. Elde edilen filtratta Kjeldahl
yontemi ile daha dnce belirtilen sekilde azotlu madde tayini yapilmistir. pH 4.6 ¢oziiniir

azot miktar1, 6rneklerdeki toplam azotlu maddeler i¢indeki % ifade olarak belirtilmistir.

3.2.9.6. Ure-PAGE Analizi

Olgunlasma siirecinde gergeklesen proteoliz diizeyinin elektroforetik olarak belirlenmesi
amaci ile lire-PAGE analizleri yliriitilmiistiir. Bu amacla, 6dnceden liyofilize edilerek
kurutulan pH 4.6’da ¢oziinmeyen fraksiyon ornekleri kullanilmistir. Calismada Mini
Protean® BioRad Medium vertical electrophoresis initesi kullanilmistir (Bio-Rad
Laboratories Ltd., Watford, UK). Jeller 20 mA sabit akimda yiiriitiilmiis ve bir gece boya
cozeltisinde bekletilerek proteinlerin boyanmasi saglanmistir. Calismada elde edilen
jeller Epson perfection 4180 scanner (Epson Perfection 4180 photo, SEIKO EPSON

Corp. Nagano, Japan) kullanilarak taranmis ve bilgisayar ortamina aktarilmistir.
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3.2.9.7. RP-HPLC ile Peptit Profilinin Belirlenmesi

Minyatiir peynir drneklerinde, olgunlagma siiresince peptit profilinin belirlenmesi amaci
ile RP-HPLC analizleri yiiriitilmiistiir. Bu amagla, daha 6nceden elde edilen pH 4.6’da
¢oziiniir fraksiyonlar %0.1 TFA igeren deiyonize su ile 1:1 oraninda seyreltilmis ve
analizlerde kullanilmistir. RP-HPLC analizleri Agilent 1100 seri HPLC cihaz1
kullanilarak gerceklestirilmistir. Kromatografik ayrim, ACE C18 (250x4,6 mm, Sum,
300 Ao) kolon kullanilarak gerceklestirilmistir. Kolon sicaklligi 30°C ve okumanin
yapildig1 dalga boyu 214 nm’dir. Mobil faz A olarak, %0,1 TFA (Trifluoroasetikasit, h/h)
iceren deiyonize su ve Mobil faz B olarak, %0,1 TFA igeren asetonitril (h/h)

kullanilmigtir. Kullanilan gradient program Cizelge 3.2.”de belirtilmistir.

3.2.10. istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen veriler SPSS 17.0 programi kullanilarak istatistiksel olarak analiz
edilmistir. Varyanslar arasindaki farkliligin 6nem kontrolii p<0.05 6nem diizeyine gore,

ANOVA ve Tukey testi kullanilarak belirlenmistir.

Cizelge 3. 2. Peptit profilinin belirlenmesinde kullanilan RP-HPLC gradient programi

Siire % Mobil faz B Akis hizi (mL/dk)
0 0 1
10 0 1
90 50 1
95 40 1
100 40 1
105 5 1
110 0 1
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Fenolik Bilesiklerin Plazmin Aktivitesi Uzerine Etkisi

Mevcut tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilan 10 adet fenolik bilesik standardinin (C, ECG,
EGCG, QUER, MYR, RESV, CUR, FA, CA, GA) plazmine kars1 inhibisyon etkisinin
arastirilmasina yonelik yapilan analizlerde, fenolik bilesikler ile inkiibe edilen 6rnekler
ve kontrol 6rnegine ait plazmin aktivitesi degerleri Sekil 4.1°de gosterilmistir. Fenolik
asitlerin (FA, GA, CA) plazmin enzimine karsi inhibe edici etkisi gozlenmezken
(p>0.05), ECG, EGCG, QUER, MYR ve CURC’in %60, 86, 65, 90, 52 diizeyinde
plazmin inhibisyonuna yol agtig1 belirlenmistir. Analiz edilen flavonoidlerden katesinin

(C) ise fenolik asitlere benzer sekilde plazmin aktivitesi lizerine onemli bir etkisi olmadig1

gOrilmiigtiir.
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Sekil 4. 1. Model sistemlerde plazminin 300uM fenolik ile etkilestirildikten sonraki (C,
ECG, EGCG, QUER, MYR, RESV, CURC, FA, CA, GA) ve kontrol érneklere (CO,
ECGO0, EGCGO0, QUERO, MYRO, RESV0, CURCO, FAO, GAO, CAO0) ait reaksiyon

hizlar.

Xue ve ark [149], plazmin gibi bir serin proteaz olan uPA enzimine karsi kuersetinin
inhibisyon 6zelligi gosterdigini belirtmigler ve flavonoidlerde bulunan katesol grubunun
inhibisyonda dnemli role sahip oldugu sonucuna ulagsmiglardir. Ayrica, serin proteazlarin
inhibisyonunda, 4. karbon pozisyonundaki karbonil grubunun o6nemli rol oynadig:

belirtilmistir [150]. Mevcut c¢alismada da MYR ve QUER’in inhibitor ozellik
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gostermesinde bahsedilen grubun etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak, 4.
pozisyonda karbonil grubu igermemesine ragmen, ECG ve EGCG da plazmin
aktivitesinde azalmaya yol agmistir. Bu durum katesin tiirevlerinde bulunan galloyl grubu
ile iligkilendirilmistir. Literatiirde galloyl grununun, fenolik bilesiklerin proteinlere
baglanma afinitesini artirdig1 ve enzim inhibisyonuna yol ac¢tigina dair veriler mevcuttur
[103]. Galloyl grubu igermese de bazi arastirmalar katesinin (C), bazi serin proteazlara
kars1 inhibitoér 6zellik gosterdigini tartissa da [151], bu calismada katesinin plazmin

aktivitesinde degisime yol agmadig1 gézlenmistir.

>
%]
4]
a2

Sekil 4. 2. Siit matrisinde, plazminin 300uM fenolik ile etkilestirildikten sonraki (C, ECG,
EGCG, QUER, MYR, RESV, CURC, FA, CA, GA) ve kontrol érneklere (CO, ECGO,
EGCGO0, QUERO, MYRO, RESV0, CURCO, FAO, GAO, CA0) ait reaksiyon hizlar.

40

Reaksiyon hiz1 (a.u./dk)
RN W €)1 (o)) ~
(e} o o O o o O
co I
C I
EcGo NN
ECG I
EGCGo I
EGCG -
QUERO I
resvo I
MYRO I
MYR -
curco NN
FAo I
rA I
cao I
cA I
GAao I
GA I

QUER NN -
CURC I -

Fenolik bilesiklerin siit proteinleri (6zellikle kazeinler) ile de oldukca yiiksek diizeyde
etkilesime girdigi bilindiginden, fenolik bilesiklerin plazmine karsi olasi inhibisyon
ozelliklerinin siit ortaminda degisebilecegi Ongoriilmiis ve bu amagla plazmin
inhibisyonu denemeleri siit proteinleri varliginda da gergeklestirilmistir. Elde edilen
bulgulara gore (Sekil 4.2), plazmin inhibisyonuna yol acan fenolik bilesiklerin, siit
proteinleri varliginda da inhibitdr Ozelliklerini korudugu belirlenmistir. Ancak,
inhibisyon degerleri ECG, EGCG, QUER, MYR ve CURC igin %35, 47, 44, 46 ve 40
diizeyine inmigstir. Kazeinlerin yiiksek diizeydeki prolin igerikleri nedeni ile fenolik
bilesikler ile etkilesime girerek bu sonucu dogurdugu kanisina varilmistir. Benzer sekilde

Naz ve ark. [104] da, a-amilaz, kimotripsin, tripsin ve laktaza karsi inhibitér 6zellik
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gosteren EGCG’1n inhibisyon etkisinin, prolince zengin tiikriik proteinlerinin varliginda
azaldigini rapor etmiglerdir. Model sistemlerde inhibisyona yol agmayan fenoik asitler ve

katesinin, siit matrisinde de plazmin aktivitesinde degisime yol agmadig1 belirlenmistir.

4.2. Plazmin inhibisyonunun Kinetik Degerlendirmesi

Tez ¢alismasinin ilk agamasinda model sistemlerde ve siit matrisinde plazmine karsi
inhibitér Ozellik gosteren fenolik bilesikler, ileri kinetik degerlendirmeye tabi
tutulmustur. Inhibisyon tipleri, Lineweaver—Burk grafiklerinden faydalamilarak
belirlenmistir (Sekil 4.3-7). Ayrica, inhibisyona ait Vmax*? (a.u/dk) ve Kn*P degerleri de
Michaelis-Menten grafiklerine uygulanan non-lineer regresyon sonucu hesaplanmigtir

(Cizelge 4.1).
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Sekil 4. 3. 300uM epikatesin gallat (ECG) varliginda plazmin enzimine (2.4uM) ait

Lineweaver—Burk grafigi
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Sekil 4. 4. 300uM epigallokatesin gallat (EGCG) varliginda plazmin enzimine (2.4uM)

ait Lineweaver—Burk grafigi
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Sekil 4. 5. 300uM kuersetin (QUER) varliginda plazmin enzimine (2.4uM) ait

Lineweaver—Burk grafigi
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Sekil 4. 6. 300uM kuersetin (QUER) varliginda plazmin enzimine (2.4puM) ait

Lineweaver—Burk grafigi
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Sekil 4. 7. 300uM kuersetin (QUER) varliginda plazmin enzimine (2.4puM) ait

Lineweaver—Burk grafigi

Istatistiksel olarak benzer K" degerleri ile azalan Vimax®® degerleri, EGCG,QUER ve
MYR’in yarigmasiz tip inhibisyon sergilediklerini, buna karsin Kn®? ve VimaP
degerlerinin her ikisinde gozlenen azalmanin ise ECG ve CURC’in karisik tip inhibisyona

yol agtiklarint gostermistir. ECG ve CURC ig¢in bulunan karisik tip inhibisyon, bu
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fenoliklerin hem enzime hem de enzim-substrat kompleksine farkli afiniteler ile

baglanabildigini gdstermektedir.

Cizelge 4. 1. Michaelis Menten denkliginden elde edilen plazmine ait inhibisyon kinetigi

parametreleri
Kontrol ECG EGCG QUER MYR CURC
VimnaxP (a.u/dk) 450.4 82.7 78.5 198.9 85.4 80.8
K (mM) 0.631 0.291 0.71 0.611 0.74 0.34

Literatirde ECG’1in a-amilazda karisik tip inhibisyona yol agtigi [152], ve yine ¢ay
fenoliklerinin o-amilaz aktivitesi tizerine; kuersetinin ise pankreatik lipaz iizerine
inhibitor etkisinin bu ¢aligmada bulundugu gibi, yarismasiz oldugu belirtilmistir
[153,154]. ECG, EGCG, QUER, MYR ve CURC’nin degisen derisimlerdeki %
inhibisyon degerleri Sekil 4.8-12’de gosterilmistir.

Enzim aktivitesinin yar1 yariya azalmasi igin gerekli inhibitér derisimi olarak
tanimlanabilecek 1Cso degerleri, ECG, EGCG, QUER, MYR ve CURC igin sira ile, 103.2
uM, 32.4 uM, 81.2 uM, 33.7 uM, ve 198 uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4. 8. Epikatesin gallata (ECG) ait plazmin inhibisyon oranlar1 ve hesaplanan ICso

degerleri.
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Sekil 4. 9. Epigallokatesin gallata (EGCQ) ait plazmin inhibisyon oranlar1 ve hesaplanan
ICso degerleri.
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Sekil 4. 10. Kuersetine (QUER) ait plazmin inhibisyon oranlari ve hesaplanan ICso

degerleri.
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Sekil 4. 11. Myrisetine (MYR) ait plazmin inhibisyon oranlar1 ve hesaplanan ICso

degerleri.
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Sekil 4. 12. Kurkumine (CURC) ait plazmin inhibisyon oranlari ve hesaplanan 1C50

degerleri.

ICso verileri degerlendirken, ayni flavonoid smifina ait fenolik bilesikleri kiyaslamak
anlamli olacaktir. Bu anlamda, ECG’mn EGCG’a gore plazmin inhibisyonunda daha
yliksek ICso degerlerine sahip oldugu ve QUER’in de MYR’e gore daha yiiksek 1Cso
degerlerine sahip oldugu sonuglari, literatiirde yapilan bir¢ok arastirma ile de uyumludur
[99, 149]. Flavonoidlerin B-halkasindaki -OH gruplarinin sayisi, artan baglanma afinitesi

ve enzim inhibisyon oranlar1 ile iliskilendirilmektedir [149].
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4.3. Fenolik Bilesikler ile Etkilesimin Plazmin Enziminin Sekonder Yapisi Uzerine

Etkisi

Enzimlerin fenolik bilesikler tarafindan inhibisyonlar1 genellikle aralarindaki
baglanmaya istinaden ortaya c¢ikan enzim yapisindaki ve enzimin aktif bolgesindeki
degisimler ile iligkilendirilmektedir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda da fenolik bilesiklerin
inhibisyon mekanizmalarint belirlemek amaci ile fenolik bilesikler ile etkilestirilen
plazminin konformasyonunda meydana gelmesi olas1 degisimler CD spektroskopisi ile

belirlenmistir.
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Sekil 4. 13. Native plazmin (PLAZMIN (KONTROL)) ve plazmine kars1 inhibitér dzellik
gosteren fenolik bilesik-plazmin komplekslerine (EGCG, ECG, CURC, QUER, MYR)
ait far-UV CD spektrumlari
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Sekil 4. 14. Native plazmin (PLAZMIN (KONTROL)) ve plazmine kars1 inhibitér 6zellik
gostermeyen fenolik bilesik-plazmin komplekslerine (RESV, C, CA, FA, GA) ait far-UV
CD spektrumlari

Inhibisyon 6zelligi gdsteren ve gdstermeyen fenolik bilesikler ile inkiibasyon sonrasinda,
plazmine ait far-UV spektrumlart Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°de gosterilmistir. Elde edilen
molar eliptisite datalarinin islenmesi ile hesaplanan ikincil yapr igerikleri ise Cizelge
4.2°de belirtilmistir. Native haldeki plazminin ikincil yapisinin daha ¢ok diizensiz
(rastgele) yapilardan olustugu; buna karsin diisiik diizeyde diizenli yapilar icerdigi
bulunmustur. Bu anlamda, elde edilen sonuglar literatiir ile uyumludur [155]. Ikincil yap:
denemelerinden elde edilen bulgulara gore, plazmin aktivitesinde azalmaya yol agan
fenolik bilesikler ile etkilesim sonucunda plazminin ikincil yapisinda dnemli degismeler
meydana geldigi; buna karsin inhibitdr olmayan fenolikler ile inkiibasyon sonrasinda
plazminin ikincil yapisin1 biiyiik oranda korudugu sonucuna ulasilmustir. Inhibitor
fenolikler ile etkilesim sonucu, plazminin diizensiz yapisinin daha diizenli bir yapiya
dogru evrildigi, 6zellikle de bu yapilardan B-zincir ve dongii yapilarinin oraninin énemli
olgtide arttig1 goriilmektedir. Her ne kadar, protein-polifenol etkilesimlerinin incelendigi
bir¢ok calismada baglanmanin, proteinin ikincil yapisinda diizensizlige yol actigini
belirten ¢alismalar ¢ogunlukta olsa da [67,156], diizensiz yapilarin arttigini rapor eden

caligmalar da mevcuttur [56]. Ayrica, ¢alisma kapsaminda bulunan veriler plazminin
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termal denatiirasyonu sirasinda diizenli ikincil yapr olusumuna dogru kayan
konformasyon degisimi ile paralellik gostermektedir [157]. B-zincir yapilar genellikle
proteinlerin agregasyonu ile iliskilendirilmektedir. Elde edilen veriler, ECG,EGCQG,
QUER, MYR ve CURC ile kompleks olusturan plazminde benzer bir egilimin olabilecegi

ve boylelikle enzimin fonksiyonelliginin azalabilecegi kanisint dogurmustur.

Cizelge 4. 2. CDPro yazilimi ile CONTILL programi kullanilarak elde edilen, plazmin

(kontrol) ve plazmin-fenolik komplekslerine ait ikincil yapi icerikleri

o-heliks [-zincir Dongii Rastgele NKOS*

(%) (%) (%) sarmal (%)
PLAZMIN (KONTROL) 2.2 11.9 12.6 73.3 0.213
GA 2.4 11.7 15.8 72.1 0.196
CA 2.6 12.7 13.5 73.2 0.21
FA 2.6 11.7 15.5 72.2 0.106
C 2.4 12.4 15 70.2 0.153
RESV 2.6 11.6 14.2 71.6 0.266
ECG 4.1 22.5 19 54.4 0.098
EGCG 6.1 20.8 16.7 56.4 0.142
MYR 4.3 21.5 16.9 57.2 0.148
QUER 2.6 22.5 20.2 54.7 0.205
CURC 3.1 17.9 13.8 65.2 0.276

4 Normalize karekok ortalamadan sapma

4.4. Inhibitor Fenolikler ile Plazmin Etkilesimlerinin Termodinamik Ozellikleri

Protein-ligand baglanma calismalarinda, kalorimetrik metotlar baglanmanin dogasini
ortaya koyan ve sik kullanilan yontemlerdendir. Bu tez calismasinda da, inhibitor
fenoliklerin plazmin ile etkilesimlerinin termodinamik karakteristiklerini belirlemek
amaci ile mikro izotermal titrasyon kalorimetresi (ITK) kullanilnustir. Yapilan analizler
sonucu elde edilen izotermler Sekil 4.15-19°da gosterilmistir. Kurkumin (CURC) ile
yiiriitiilen analizlerde, kurkumin ve plazmin arasindaki etkilesimler sonucu agiga ¢ikan
1s1 degisimi, kurkumine ait seyrelme 1sis1 degerlerinden farkli bulunamadigindan bu

fenolige ait baglanma karakteristiklerine ulagilamamistir. Kurkuminin, seyrelme 1sisi
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diger organik coziiciilere oranla daha yliksek olan DMSO’da ¢6ziinme gerekliligi bu

sonucu dogurdugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4. 15. Plazminin (2uM), 50uM epikatesin gallat (ECG) ile titrasyonuna ait ITK
termogrami. Ust panel (A), plazminin ECG titrasyonu esnasinda acgia c¢ikan 1s1
degerlerinin seyrelme 1s1s1 ¢ikarildiktan sonraki degerlerini gostermektedir. Alt panel ise
(B) her bir pik alaninin integrasyonu sonucu elde edilen izotermleri gostermektedir;
semboller deneysel verileri, stirekli ¢izgi ise bagimsiz baglanma bolgeleri modeline gore

fit edilen egriyi temsil etmektedir.
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Sekil 4. 16. Plazminin (2uM), 50uM epigallokatesin gallat (EGCQG) ile titrasyonuna ait
ITK termogrami. Ust panel (A), plazminin ECG titrasyonu esnasinda agia ¢ikan is1
degerlerinin seyrelme 1s1s1 ¢ikarildiktan sonraki degerlerini gostermektedir. Alt panel ise
(B) her bir pik alanmin integrasyonu sonucu elde edilen izotermleri gdstermektedir;
semboller deneysel verileri, stirekli ¢izgi ise bagimsiz baglanma bolgeleri modeline gore

fit edilen egriyi temsil etmektedir.
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Sekil 4. 17. Plazminin (2uM), 50uM kuersetin (QUER) ile titrasyonuna ait ITK
termogrami. Ust panel (A), plazminin ECG titrasyonu esnasinda acgia c¢ikan 1s1
degerlerinin seyrelme 1s1s1 ¢ikarildiktan sonraki degerlerini gostermektedir. Alt panel ise
(B) her bir pik alanmin integrasyonu sonucu elde edilen izotermleri gdstermektedir;
semboller deneysel verileri, stirekli ¢izgi ise bagimsiz baglanma bolgeleri modeline gore

fit edilen egriyi temsil etmektedir.
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Sekil 4. 18. Plazminin (2uM), 50uM myrisetin (MYR) ile titrasyonuna ait ITK
termogrami. Ust panel (A), plazminin ECG titrasyonu esnasinda acgia c¢ikan 1s1
degerlerinin seyrelme 1s1s1 ¢ikarildiktan sonraki degerlerini gostermektedir. Alt panel ise
(B) her bir pik alanmin integrasyonu sonucu elde edilen izotermleri gdstermektedir;
semboller deneysel verileri, stirekli ¢izgi ise bagimsiz baglanma bolgeleri modeline gore

fit edilen egriyi temsil etmektedir.
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Sekil 4. 19. Plazminin (2uM), 50uM kurkumin (CUR) ile titrasyonuna ait ITK
termogrami (A), seyrelme 1sisin1 temsil eden kontrol denemesi (B) ve plazminin CURC
ile titrasyonu sonucu agiga cikan reaksiyon isilarindan kontrol reaksiyon isilarinin

(seyrelme 1s1s1) ¢ikarilmasi ile elde edilen baglanma 1s1sin1 temsil eden termogram (C)

ITK datasinin 1:1 sitokiyometri ile ‘bagimsiz baglanma bolgesi’ modeline gore fit
edilmesi ile elde edilen termodinamik parametreler Cizelge 4.3’de gosterilmistir.
Hesaplanan termodinamik parametreler degerlendirildiginde; ECG, EGCG, QUER ve
MYR ile plazmin arasindaki etkilesimlerin kendiliginden gerceklestigi ve ekzotermik
karakteristikte oldugu belirlenmistir. Ayrica bulunan negatif AH ve buna oranla daha
diisiik ve yine negatif AS degerleri plazmin ile inhibitoér fenolik bilesikler arasindaki
olusan komplekslerde baskin etkilesimlerin H-baglar1 ve van der Waals etkilesimleri
oldugunu, bunun yani sira konformasyonal sinirlandirmalarin da bir miktar etkin
olabilecegini gostermektedir. Baglanma sabitleri (K) incelendiginde, flavonoidler i¢inde
ayni alt sinifta bulunan EGCG’in ECG’a gore daha yiiksek afinite ile plazmine baglandig:
goriilmektedir. Benzer sekilde MYR de, plazmine karst QUER’e gore neredeyse 2 kat
yiiksek afinite gostermistir. Baglanma afinitesi verilerinin daha 6nce belirlenen plazmin
inhibisyon oranlar1 ve ICso degerleri ile uyum i¢inde oldugu anlagilmaktadir. Fenolikler
ile plazmin arasindaki etkilesimlerin H-baglar1 ile domine edildigi diisiiniildiigiinde,
MYR ve EGCG’de QUER ve ECG’a gore fazladan bulunan -OH grubunun, baglanma

afinitesi ve inhibisyon etkisini artirabilecegi diistiniilmektedir.
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Cizelge 4. 3. ITK denemeleri ile plazminin ECG, EGCG, QUER ve MYR ile titrasyonu

sonucu elde edilen termodinamik parametreler

K o) AH (kJ/mol) AG (kJ/mol)  AS (J/K mol)
ECG 3.74*10° + 6.76*10* -460.2 +47.2 -27.3 -138
EGCG 5.63*10° + 9.69*10* -308.36 £ 16.02 -32 -90.2
QUER 3.90*10° + 4.69*10* -514.6 +24.07 -27.8 -158.9
MYR 6.36*10° + 8.46*10" -343.08 £21.24 -31.2 -101.8

4.5. YCE’nin Siitiin Plazmin ile Pihtilasmasina Etkisi

Plazminin kazeinler iizerine proteolitik aktivitesi sonucu agiga ¢ikan ve asit gelismeksizin
jellesme (age-gelation) olarak adlandirilan durum, 6zellikle UHT siitlerin depolanmasi

sirasinda ortaya ¢ikabilen dnemli bir kalite problemidir.

Plazmine kars1 yiiksek inhibisyon gdsteren katesin tiirevlerince zengin yesil ¢ay ekstrakti
(YCE) ilavesinin siitte plazmin enziminin aktivitesine etkisini belirlemek amaci ile

yliriitiilen koagiilasyon denemesi sonucu elde edilen veriler Sekil 4.20°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 20. Plazminin kazeinler iizerine proteolitik aktivitsini gosteren pihtt miktarlari
(mL) (negatif kontrol: siit+YCE, pozitif kontrol: siit+plazmin, plazmin+YCE:
stit+plazmin+YCE)
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Plazmin aktivitesine bagli olarak gerceklesen jellesmeye bagli elde edilen pihti
miktarlariin pozitif kontrol ve plazmin+YCE orneklerinde zamanla artis gosterdigi
belirlenmigtir. YCE’ nin plazmin aktivitesi iizerine etkisi analizin 1. giiniinde 6nemsiz
diizeyde iken, 3. ve 5. giinlerde YCE ilave edilen siit 6rneginde pozitif kontrol 6rneklere
gore pithti miktarinda 6nemli bir azalma oldugu goriilmektedir. Bu da YCE’ nin siitte

plazminin proteolitik aktivitesini inhibe ettigini gostermektedir.

4.6. Fenolik Bilesiklerin Kimozin Aktivitesi Uzerine Etkisi

Mevcut tez ¢alismasinda kullanilan 10 adet fenolik bilesik standardinin (C, ECG, EGCG,
QUER, MYR, RESV, CUR, FA, CA, GA) kimozin enzimine kars1 inhibisyon etkisinin
arastirilmasi amaci ile gergeklestirilen spektrofotometrik 6l¢iimler sonucu, kimozine ve
kimozin-fenolik komplekslerine ait reaksiyon hizlar1 Sekil 4.21°de gosterilmistir. Elde
edilen bulgular, ¢alismada standart olarak kullanilan fenolik bilesiklerden higbirinin
kimozinin yapay substrati iizerindeki aktivitesinde onemli degisime yol agmadigini
gostermektedir  (p>0.05). Siit matrisi i¢inde inkiibe edilen kimozin-fenolik
komplekslerine ait reaksiyon hizi degerlerinin de, model sistemlere benzer sekilde,
kontrol 6rneklerden istatistiksel olarak onemli derecede farkli olmadigi bulunmustur

(Sekil 4.22).
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Sekil 4. 21. Kimozin (KONTROL) ve her biri 500 pM derisime sahip farkli fenolik
bilesikler ile inkiibe edilmis kimozin-fenolik komplekslerine (C:katesin, ECG:epikatesin
gallat, EGCG:epigallokatesin gallat, FA:ferulik asit, GA:gallik asit, CA:kumarik
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asit, QUER:kuersetin, MYR:myrisetin, CURC:kurkumin, RESV:resveratrol) ait

reaksiyon hizi degerleri
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Sekil 4. 22. Kimozin (control) ve her biri 500 uM derisime sahip farkli fenolik bilesikler
ile siit matrisinde inkiibe edilmis kimozin-fenolik komplekslerine (C:katesin,
ECG:epikatesin gallat, EGCG:epigallokatesin gallat, FA:ferulik asit, GA:gallik asit,
CA:kumarik asit, QUER :kuersetin, MYR:myrisetin, CURC:kurkumin,
RESV:resveratrol) ait aktivite degerleri

Literatiirde su ana kadar kimozin ile ilgili veriler bulunmasa da, kimozin gibi bir aspartik
proteaz olan pepsinin, flavonoidler ile etkilesimi sonrasi, aktif bolgede meydana gelen
degisiklikler nedeni ile inhibisyona ugradigini rapor eden ¢alismalar mevcuttur [158].
Benzer sekilde, Wu ve ark. [159] da EGCG’1n pepsini yarigmasiz olarak inhibe ettigini
belirtmislerdir. Buna karsin, Tagliazucchi ve ark. [160], 3 farkli substratin sindirimi
stirecinde flavonoid ilavesinin, pepsin aktivitesini artirdigini rapor etmislerdir. Mevcut
tez caligmasinda kullanilan fenolik asit ve flavonoidlerin kimozinin yapay substrati

tizerindeki aktivitesinde istatistiksel olarak dnemli bir degisim gbzlenmemistir.

4.7. Fenolik Bilesikler ile Etkilesimin Kimozinin Sekonder Yapisi Uzerine Etkisi

Calisma kapsaminda yiiriitiilen kimozin inhibisyonu denemelerinde, fenolik bilesiklerin

kimozine karsi inhibisyon 6zelligi gostermemesine ragmen, bu durumun molekiiler
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anlamda agiklanabilirligini ortaya koymak amaci ile kimozin enzimi ve kimozin-fenolik
komplekslerine ait ikincil yap1 degerleri CD spekrtoskopisi ile belirlenmistir. Elde edilen
far-UV spektrumlart Sekil 4.23’de gosterilmistir.

Fenolik bilesik-kimozin komplekslerinde bulunan organik ¢oziicii igeriklerinin,
kimozinin konformasyonunda degisime yol a¢tig1 6n denemeler ile belirlendiginden, her
bir fenolik i¢in kontrol drnekleri ayr1 ayri hazirlanmistir. Kimozin ve kimozin-fenolik
komplekslerine ait, 195-250 nm araliinda alinan far-UV spektrumlarindan elde edilen
molar eliptisite datalarinin islenmesi ile hesaplanan ikincil yapi icerikleri Cizelge 4.4’de
gosterilmistir. Elde edilen bulgular, kimozin enziminin ikincil yapisinda, farkli fenolik
bilesikler ile etkilesiminin ardindan 6nemli bir degisimin olusmadig1 yoniindedir. Fenolik
bilesiklerin bazi1 enzimler ile kovalent ya da kovalent olmayan baglar araciligi ile
olusturdugu komplekslerin enzim inhibisyonuna yol actigi, ve bu inhibisyonun
cogunlukla enzimin sekonder yapisinda ve de oOzellikle aktif bolgesinde meydana
gelebilecek degisimlerden kaynaklandigi literatiirde belirtilmistir [158]. Mevcut tez
caligmast kapsaminda yliriitiilen kimozin aktivitesi denemelerinde fenolik bilesik ile
etkilesim sonrast degismeyen enzim aktivitesi degerleri, kimozinin fenolik bilesikler ile
etkilesim sonrasi korunan ikincil yapist ile agiklanabilir. Bu anlamda, fenolik bilesikler
ile kurulan olas1 baglarin ¢ok zayif oldugu ve/veya kimozinin gorece korunakli ve bircok
H-bagi ile stabilize olmus aktif bolgesinde [161] herhangi bir degisiklik yaratacak kadar

etkin olmadig1 sonucuna ulasilmistir.
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Sekil 4. 23. 50 uM fenolik bilesik ile inkiibe edilen (S0FA, S0CA, 50GA, 50 CAT, 50
ECG, 50 EGCQG, 50 RES, 50 QUER, 50 MYR, 50CURC) kimozin-fenolik kompleslerine
(10 uM) ve kontrol kimozin 6rneklerine (OFA, 0CA, 0GA, 0 CAT, 0 ECG, 0 EGCG, 0

RES, 0 QUER, 0 MYR, OCURC) ait far-UV CD spektrumlari
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Cizelge 4. 4. Kimozin-fenolik komplekslerine (SOEGCG, S0RESV, S0QUER, S0MYR,
50CURC, 50C, 50ECG, 50FA, 50CA, 50GA) ve kontrol kimozin 6rneklerine (OEGCG,
ORESV, 0QUER, OMYR, OCURC, 0C, OECG, OFA, 0CA, 0GA) ait ikincil yap1 icerikleri

o-heliks [-zincir Dongii Rastgele NKOS*
(%) (%) (%) sarmal (%)

0EGCG 16.6 14.4 27.8 41.2 0.108
50EGCG 17.2 13.9 26.7 42.2 0.088
ORESV 17.9 10.1 29.3 42.7 0.096
50RESV 18.4 11.6 26.2 43.8 0.094
O0QUER 18.8 14.7 25 41.5 0.153
50QUER 19.2 12.9 27.3 40.6 0.122
OMYR 19 10.5 27.9 42.6 0.08
S0OMYR 16.4 10.9 29.7 43 0.094
0CURC 16.9 13.7 28 41.4 0.159
50CURC 19.2 9.6 28.7 42.5 0.118
0C 17.5 13.6 28.7 40.2 0.088
50C 17.4 15 26.1 41.6 0.104
0ECG 15 16.8 27.3 40.9 0.146
50ECG 16.4 14.9 26.8 42 0.145
OFA 19.8 10.5 27.8 42 0.093
50FA 20.7 10.3 28.2 40.7 0.134
0CA 13.2 17.6 29 40.2 0.147
50CA 14.8 16.3 26.8 42.1 0.125
0GA 15.6 16.8 25.4 42.2 0.136
50GA 16.3 13.1 27.8 42.8 0.137

4 Normalize karekok ortalamadan sapma
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4.8. Kimozin-Fenolik Etkilesimlerinin Termodinamik Ozellikleri

Yiriitiilen ¢alismada, kimozin inhibisyonuna neden olmasa da, fenolik bilesiklerin
kovalent olmayan etkilesimlerle kimozine baglanabilecegi diisiinlildiiglinden, bu
baglanmalarin karakteristiklerini belirlemek amaci ile ITK denemeleri yiiriitiilmiistiir.
Ancak ITK denemelerinde, enzim derisimi artirildiginda bile, fenolik bilesikler ile
etkilesim sonucu aciga ¢ikan 1s1 degerleri, seyrelme 1sisindan farklt bulunmamigtir. Bu
nedenle, fenolikler ile kimozin arasindaki etkilesimlerin zayif karakterde oldugu sonucu
cikarilmis ve fenoliklerin, enzim aktivitesinde herhangi bir degisiklik yaratacak kadar

giiclii etkilesimlerde bulunmadig1 6ngoriilmiistiir.

4.9. YCE ilavesinin Siitiin Enzimatik Koagiilasyon Siirecine Etkisi

Standart fenolik bilesikler ile yapilan denemelerin ardindan, plazmin inhibisyonunda
etkin rol oynayan katesin tilirevlerini igeren bir ekstraktin, peynir yapiminda
kullanilmasimin daha ger¢eke¢i bir yaklasim olacagi tartisilmistir. Bu amagla peynir
iiretimi ve olgunlastirma siireclerinde fenolik bilesiklerin enzim aktivitesi iizerine etkisini

belirlemek amaci ile yesil ¢ay ekstraktt YCE kullanilmasina karar verilmistir.

Mevcut tez calismasinin ilk asamasinda, kimozin aktivitesi lizerine fenolik bilesiklerin
inhibitor 6zellik géstermedigi bulunsa da, siit matrisi iginde kimozinin asal substratlari
olan kazeinlerin yiiksek oranda fenolik bilesikler ile etkilesime girebildigi bilindiginden,
dolayli da olsa inhibisyon goriilebilecegi 6ngoriilmiistiir. Bu amacla, YCE ilavesinin,
peynir yapimi asamasinda, rennet ile koagiilasyon siirecine etkisini belirlemek amaci ile
CMP analizleri yuriitiilmiistiir. Siitiin rennet ile koagiilasyon siirecinin ilk agamasi olan
enzimatik fazda k-kazeinin hidrolizi sonucu agiga ¢ikan ve serum faza gegen CMP (CMP
A+CMP B) olusumu, kontrol ornekler ile 1000 ppm ve 2000 ppm YCE ilave edilmis
ornekler icin Sekil 4.24’de gosterilmistir.
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Sekil 4. 24. YCE ilavesi olmayan kontrol 6rnegi (KONTROL), 1000 ppm YCE ilave
edilen siit 6rnegi (YCE-1000) ve 2000 ppm YCE ilave edilen siit 6rneginde (YCE-2000)
rennetleme siiresi boyunca relatif CMP (kazeinomakropeptid-(A + B)) miktarlarindaki

degisim.

CMP analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, tiim drneklerde rennetlenme siirecinin sonu
olarak belirlenen 120 dk sonunda, olusan CMP miktarlar1 kontrol ve YCE iceren 6rnekler
icin farklilik gostermemektedir (p>0.05). Ancak rennetlenmenin primer faz ile iliskili
olan CMP olusum trendi incelendiginde, YCE igeren siit drneklerinde CMP olusum
hizinin kontrol 6rnege gore daha yavas oldugu ve YCE derisimi arttikga CMP olusum
hizinin azaldig1 goriilmektedir. Bu durumun, kazeinler ve de spesifik olarak k-kazeinin,
YCE fenolikleri ile etkilesime girerek, k-kazeinin Pheios-Metios baginin rennet tarafindan
erisilebilirligini azalmasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Her ne kadar siire¢
sonunda hidrolize ugrayan k-kazein miktarlarinda 6nemli bir fark olmadig1 belirlense de,
YCE’nin rennet aktivitesini yavaslatmasinin, rennetlenme siirecinin ileri agsamasinda
para-kazein misellerinin agregasyonu ve olusan rennet jelinin tekstiirel 6zellikleri tizerine

de etkisinin olabilecegi diistiniilmektedir.

Han ve ark. [64] da YCE’nin de aralarinda bulundugu bir grup fenolikce zengin ekstrakt

kullanarak siitiin koagiilasyon siirecini degerlendirdigi ¢alismasinda, tiim ekstraktlarin
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rennetlenme siireci ve koagiilasyon parametrelerini etkiledigini rapor etmis, ancak bu
durumun gozlenmesinde pH degisiminin de énemli rol oynadigini belirtmislerdir. Bu
calismada elde edilen sonuglara paralel sekilde, EGCG’1n siitiin rennetlenme siirecini
etkiledigi ve bu siiregte CMP olusum hizinda azalma meydana geldigi; bu azalmanin da
ilave edilen EGCG derisimi ile pozitif korelasyon i¢cinde oldugu Haratifar ve Corredig

[162] tarafindan da rapor edilmistir.
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Sekil 4. 25. Kontrol siit drneklerinde kazein misellerinin ortalama boyut dagilimi (Enzim
ilavesi Oncesi (0) ve enzim ilavesinden 10 dk (A), 20 dk(m), 30 dk (e), 45 dk ( x ), 60 dk

(#) sonrasinda alinan 6rnekler)

YCE ilavesinin, koagiilasyonun enzimatik fazi {zerine etkisinin belirlenmesinin
ardindan, kazein misellerinin flokiilasyonuna etkisini belirlemek amaci ile DLS analizleri
yiriitiilmistiir. YCE ilavesi olmayan kontrol 6rnege ve 1000 ppm derisimde YCE iceren
siit 6rnegine ait koagiilasyon siiresi boyunca hesaplanan misel boyutlar1 Sekil 4.25 ve
Sekil 4.26’da goriilmektedir. Enzim ilavesi Oncesinde, kazein misellerinin ortalama
biiytlikliigiiniin kontrol ve YCE ilaveli 6rnekler i¢in 184 + 11 nm ve 174 £ 25 oldugu
belirlenmistir. Kazein miselleri siitte degisen ¢aplarda kolloidal partikiiller olarak bulunsa
da, ortalama biiyiikliiklerinin 200 nm civarinda oldugu rapor edilmistir [163]. Fenolik
bilesiklerin siit proteinlerine baglandigi biliniyor olsa da [164], mevcut ¢alisma
kapsaminda YCE ilaveli siit 6rneklerinde kazein misel boyutunda herhangi bir artis

belirlenmemistir. Benzer sekilde, Malekhosseini ve ark. [165] da EGCG’in kazein
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miselleri ile etkilesimi sonrasinda misel boyutunda dénemli bir degisim gozlenmedigini
belirtmistir. Kontrol siit 6rneklerinde kimozin ilavesinin ardindan, koagiilasyonun ilk 20
dakikasinda, misel boyutunda yaklasik 15 nm’lik bir azalma oldugu belirlenmistir. YCE
ilaveli orneklerde ise benzer azalis 30. dk ya kadar gozlenmistir. Misel boyutundaki bu
azalisin, k-kazeinin kimozin trafindan hidrolizi sonucu agiga ciktig1 diisiiniilmektedir

[166].

25
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Sekil 4. 26. YCE ilaveli siit drneklerinde kazein misellerinin ortalama boyut dagilimi
(Enzim ilavesi dncesi (0) ve enzim ilavesinden 10 dk (A), 20 dk(m), 30 dk (e), 45 dk (%),

60 dk () sonrasinda alinan ornekler)

Bu bulgular, rennet ile koagiilasyonun enzimatik fazinin YCE ilaveli 6rneklerde daha
uzun siirdiigiinii de destekler niteliktedir. Kontrol o6rnekler icin 30, YCE ilaveli siit
orneklerinde ise koagiilasyonun 45. dk sinda kazein misellerinin ortalama ¢apinin 280 nm
civarma kaydigi goriilmektedir (Sekil 4.25 ve Sekil 4.26). Bu durum, kazein misellerinin
bir araya gelerek flokiile olmaya basladigin1 gostermektedir. 45 dakika sonrasinda ise
kontrol siit 6rnekleri i¢in ortalama 800 nm ve 5050 nm civarinda iki adet ilave pik
goriilmektedir, bu boyutlarda agiga ¢ikan biiyiikliikteki partikiiller de misellerin agrege
olmaya bagladigina isaret etmektedir. 60. dakikada ise, 800 nm piki intensitesindeki azalig

ve beraberinde 5050 nm pikindeki artig, koagiilasyonda jel olusumundan bir dnceki
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basamak olan c¢ok biiyiik agregatlarin olustugunu gostermektedir. Koagiilasyon siireci
boyunca misel boyutu degisiminde benzer egilimler Freitas ve ark. [167] tarafindan da
rapor edilmistir. 5050 nm boyutundaki biiylik agregat intensitesinin kontrol drneklere
gore oldukca diistik olmasi nedeni ile, YCE ilavesinin siire¢ boyunca kazein misellerinin
agregasyonunu da yavaglattigr diisiiniilmektedir. Bunun i¢in tez c¢aligmasi dahilinde
Onerilen olas1 iki mekanizma su sekildedir; ilk senaryoda fenolik bilesiklerin metal
iyonlarinin selasyonu ile Ca™ iyonlarimin etkinliginin azalmasi sonucu misellerin biraraya
gelmesinin énlemis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ikinci olasi nedenin ise, yine fenolik
bilesikler ile kazeinlerin etkilesimi sonrasi misellerin biraraya gelmesinde 6nemli olan
atraksiyon giiclerinin dengelerinin degismis olabilecegi, bunda da fenoliklerin
iyonizasyonunun Onemli bir etken olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu iki olast
mekanizmaya ek olarak, fenolik bilesiklerin siitte kazeinlerin kolloidal kararliligini

artirdigini belirten ¢alismalar da mevcuttur [62].

Kazein misellerinin sahip oldugu net negatif yiikiin, enzimatik koagiilasyon siirecinde k-
kazeinin hidrolizi ile olusan sterik destabilizasyon sonucu azaldigi bilinmektedir [163].
Benzer bir egilim, mevcut ¢alisma kapsaminda da tespit edilmistir. Kontrol ve YCE
ilaveli siit orneklerinde enzimatik koagiilasyon siirecinde belirli zaman araliklar1 ile

oOl¢iilen zeta potansiyeli degerleri Cizelge 4.5de verilmistir.

Cizelge 4. 5. Kontrol ve YCE ilaveli siit 6rneklerinde enzimatik koagiilasyon siireci

boyunca 6l¢iilen zeta potansiyeli degerleri

Siire (dk) Kontrol YCE ilaveli siit
0 -19.2 £0.2*4 -17.1+0.4*B
10 -14.940.5%4 -16.5+0.7%4
20 -14.240.2%4 -15.940.5%4
30 -13.840.84 -13.340.34
45 -13.4+0.4%4 -14.0+0.8>*
60 -12.140.2°4 -14.1£0.2®B

Ayni satirdaki farkli biiyiik harfler ile, ayni siitundaki farkl kii¢iik harfler istatistiksel olarak anlaml farklilig1 belirtmektedir
(p<0.05) n=2

Kontrol siit 6rnekleri ile YCE ilaveli siit 6rnekleri kiyaslandiginda zeta potansiyelleri
arasinda dramatik bir fark belirlenememistir. Koagiilasyon siireci boyunca her iki 6rnekte
de zeta potansiyelinin zamanla azalmasi, k-kazeinin hidrolize ugramasinin sonucudur

[133]. Ancak koagiilasyonun tamamlanmasinin ardindan da 6rneklerde misellerin net
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negatif yiike sahip oldugu goriilmektedir. Bunun yanisira, YCE ilaveli siit 6rneklerinde
EGCG’in > pH 5 oldugu durumlarda iyonizasyonunun da net negatif yiike etki
edebilecegi diisiiniilmektedir [168]. Bu nedenle koagiilasyon siirecinde zeta potansiyeli

ile yapilan degerlendirmenin uygun olmayabilecegi tartisilmistir.

4.10. Peynir Siitii Kimyasal Kompozisyonu

Tez ¢alismas1 kapsaminda siitlin enzimatik koagiilasyonu denemeleri ve minyatiir peynir
iiretiminde kullanilan siit 6rneklerine ait genel kompozisyon degerleri Cizelge 4.6’da

gosterilmistir.

Cizelge 4. 6. Calismada kullanilan siit 6rneklerinin genel kompozisyonu

pH 6.65+ 0.1
Kuru madde icerigi (%) 12.4+ 0.5
Protein icerigi (g-L™) 32.5+2.1
Yag icerigi (%) 3.7£0.2

4.11. Olgunlasma Siirecinde Minyatiir Peynir Orneklerine Ait Analiz Sonuclar
4.11.1. Rutubet Degerleri

Laboratuvar 0Olgekli olarak iiretimi gercgeklestirilen minyatiir peynir 6rneklerinde
hesaplanan rutubet degerleri Cizelge 4.7°de gosterilmistir. Peynir 6rneklerinin rutubet
degerleri %50.22 ile %56.83 arasinda degigsmektedir. YCE ilave edilerek iiretilen ve

kontrol peynirlerde liretimden hemen sonra belirgin rutubet fark: goriilmemektedir.

Cizelge 4. 7. Kontrol ve YCE ilavesi ile liretilen peynirlerde olgunlagma siiresince rutubet

miktarlart (%)

1.glin 15.giin 30.giin 60.giin
Kontrol peynir ~ 56.05+0.88*A  53.5+1.07%A 52.16+1.03*A  52.58+2.412A
Y CE-peynir 56.834+2.6%4 52.44+1.35%A  51.5340.89%4  50.224+0.15%A

Ayni satirdaki farkli kiigiik harfler ile, ayn1 siitundaki farkli biiyiik harfler istatistiksel olarak anlaml farklilig1 belirtmektedir
(p<0.05) n=2
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Olgunlagma siireci boyunca, her iki peynir ornegi i¢in de rutubet degerlerinde azalma
meydana gelldigi goriilmektedir. Elde edilen veriler, YCE ilavesinin peynirin rutubet
degeri lizerine etkisinin istatistiksel olarak 6dnemsiz oldugunu gostermektedir (p>0.05).
Benzer sekilde Giroux ve ark [169] de 1000ppm YCE ilavesi ile hazirlanan Cheddar tipi
peynirlerde nem igeriginin YCE ilavesinden bagimsiz oldugunu belirtmiglerdir. Yapilan
bir baska ¢aligmada ise iizim kabugu ekstrakti ilavesinin, peynir pihtisindaki nem

icerigini artirdig1 rapor edilmistir [170].

4.11.2. Toplam protein icerigi

Peynir orneklerinin kuru madde bazinda icerdikleri toplam protein miktarlar1 Cizelge
4.8’de gosterilmistir. Olgunlagma siiresince, kontrol peynir ve YCE ilaveli peynir
orneklerinin protein igeriklerinde az miktarda artis ya da azalma gozlenmektedir. Bu
durum peynirde meydana gelen proteolizin bir sonucudur. Veriler incelendiginde, yesil
cay ilavesinin, peynirin toplam protein igerigi lizerine etkisinin istatistiksel olarak anlaml1
olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05). Elde edilen veriler Cheddar peyniri ile yapilan aragtirma

ile de uyumluluk gostermektedir [169].

Cizelge 4. 8. Kontrol ve YCE ilavesi ile tiretilen peynirlerde olgunlagma siiresince kuru

madde iizerinden toplam protein degerleri (%)

1.glin 15.giin 30.giin 60.giin
Kontrol peynir ~ 33.4+0.18%*  33.4943.65%A 34.28+2.73%A 33.98+2.13A
Y CE-peynir 32.242.44%A  34.28+1.67*%  33.8440.04*4  35+1.88»A

Ayni satirdaki farkli kiigiik harfler ile, ayn1 siitundaki farkli biiyiik harfler istatistiksel olarak anlaml farklilig1 belirtmektedir
(p<0.05) n=2

4.11.3. pH degerleri

Minyatiir peynir Orneklerinin 60 giinliik olgunlagsma siirecinde sahip olduklar1 pH
degerleri Cizelge 4.9°de verilmistir. Peynir iiretiminin ilk glinii kontrol peynir 6rneginin
ph degeri 5.21; YCE ilaveli peynirin pH degeri ise 5.3 olarak 6l¢iilmiistiir. Olgunlagma
stiresi ilerledik¢e peynirlerin pH diizeylerinde azalma meydana gelmis ve olgunlagmanin
sonunda kontrol peyniri 4.61 pH’ya ulasirken; YCE’li peynirin pH’s1 ise 4.58 olarak

Ol¢lilmiistiir. Olgunlagma siiresinin peynirlerin pH degerleri iizerine etkisi onemli olmakla
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birlikte (p<0.05), yesil ¢ay ilavesinin pH degerine 6nemli bir etkisi goriilmemistir

(p>0.05).

Cizelge 4. 9. Kontrol ve YCE ilavesi ile iiretilen peynirlerde olgunlagma stiresince pH

degerleri

1.glin 15.giin 30.giin 60.giin
Kontrol peynir 5.214£0.18%4  4.76+0.15>4  4.68+0.03>A  4.6140.03>4
YCE-peynir 5.4+0.24 %A 4.74+0.17%4  4.62+0.04>4  4,584+0.02°54

Ayni satirdaki farkli kiigiik harfler ile, ayn1 siitundaki farkli biiyiik harfler istatistiksel olarak anlaml farklilig: belirtmektedir
(p<0.05) n=2

4.11.4. Plazmin AKktivitesi

Mevcut tez ¢alismasinin ilk asamasinda fenolik bilesiklerin, plazmin enzimi iizerinde
inhibe edici etkisinin belirlenmesinin ardindan, ayn etkinin, ¢ok daha dinamik bir yapiya
sahip olan peynir yapisi i¢inde de goriilebilecegi diistinlilmiistiir. Bu amagla yiiriitiilen,
kontrol ve YCE ilaveli peynir 6rneklerinde 6l¢iilen plazmin aktivitesi degerleri Cizelge
4.10’da gosterilmistir. Olgunlagsma siiresi boyunca plazmin aktivitesi miktarinda bir
miktar artig gézlense de, bu degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur
(p>0.05). Plazmin aktivitesinin olgunlasma siirecinde degisimi ile ilgili literatiirde
celigkili veriler bulunmaktadir. Farkli peynir tiirleri ile yapilan caligmalar, peynir
matriksinin plazmin aktivitesi lizerinde 6nemli oldugunu gostermektedir [171]. Bunun
yani sira, peynir yapimi asamasinda siite uygulanan 1sil islem, pitht1 yikama asamalari,
pihtiya uygulanan haslama islemi ya da depolama sicakligi gibi teknolojik parametrelerin
de plazmin aktivitesi {izerine 6nemli etkisi oldugu belirtilmektedir [171]. Mevcut ¢alisma
kapsaminda elde edilen bulgular Isvigre tipi (Swiss-type) peynirler ile yapilan ¢aligma ile
paralellik gdsterirken [172], istatistiksel olarak 6nemsiz olsa da siire¢ boyunca bir miktar
artis gosteren plazmin aktivitesinin, siite uygulanan 1sil iglem ile iligkili olabilecegi

disiiniilmektedir [117, 173]
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Cizelge 4. 10. Kontrol ve YCE ilavesi ile iiretilen peynirlerde olgunlagsma siiresince
olglilen plazmin aktivitesi degerleri (nmol 7-amino-4-methyl coumarin dk '.g (kuru

madde)!)

1.glin 15.giin 30.giin 60.giin
Kontrol peynir  4.258+0.069* 4.7384+0.257%* 4.595+0.018** 5.096+1.014 24
Y CE-peynir 3.95240.291 %4  4.584+0.637*A 4.777+0.304°4 4.85740.465 A

Ayni satirdaki farkli kiigiik harfler ile, ayn1 siitundaki farkli biiyiik harfler istatistiksel olarak anlaml farklilig1 belirtmektedir
(p<0.05) n=2

YCE ilavesinin, peynirlerin olgunlasma siirecinde plazmin aktivitesi degerlerine etkisi
istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur (p>0.05) (Cizelge 4.10). Mevcut tez
caligmasinin ilk asamasinda model sistemlerde kullanilan fenolik bilesiklerin, plazminin
ikincil yapis1 lizerine etki ederek inhibisyona yol actigi one siiriilmiisti. YCE’ nin
inhibisyon etkisinin standart fenoliklerden daha az olmasi1 6ngoriilebilir bir durum olsa
da, plazmin aktivitesinde YCE’ye bagl olarak herhangi bir azalma goriilmemesinin
birkag nedeni olabilecegi tartisilmistir. Oncelikli olarak, peynir yapimi asamasinda siite
ilave edilen YCE’nin suda ¢oziiniir 6zelligi nedeni ile, dnemli bir miktarinin whey
uzaklastirilmas: asamasinda pihti yapisindan ayrilmasinin s6z konusu olabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak yine de literatiirde, yesil cay ekstrakti kullanilarak iiretilen
peynirlerde, peynir yapisinda kalan fenolik bilesiklerin énemli diizeyde oldugu yapilan
caligmalarla belirtilmistir [64,169]. Plazmin analizi esnasinda plazminin kazein
misellerinden ayrilarak analiz edilebilmesini saglayan islemlerin, plazmin aktivitesinde
hatali sonuglara yol agabilecegi de tartisilmis ve 6zellikle diisiik enzim aktivitesi degerleri
icin sonuclarin yaniltici olabilecegi dile getirilmistir [113, 174]. Bunun yani sira,
plazminin oldukg¢a karmasik bir enzim sisteminin parcasi olmasi sebebi ile, sistemin diger
bilesenlerinin de YCE ilavesinden olasi etkilenme durumunun bu sonucu dogurmus
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, tez c¢alismasmnin ilk asamasinda molekiiler
diizeydeki plazmin inhibisyonu degerlendirme analizleri saf fenolik bilesikler ile
degerlendirilmis olup, YCE nin siitte plazmin aktivitesi {izerine etkisini belirlemek amaci
ile piht1 olusumu degerlendirilmistir. Peynirde plazmin aktivitesi analizinde plazminin
sentetik substrat1 lizerine aktivitesi belirlendiginden, siit ve peynir matrislerindeki aktivite

degisimlerinin dogrudan kiyaslanmasinin uygun olmadig diistiniilmektedir.
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4.11.5. Kalint1 Kimozin Aktivitesi

Peynirin olgunlagma siirecinde, kazeinlerin yikimindan sorumlu baslica enzimlerden olan
kimozinin peynir pihtisinda kalan miktar1 ve aktivitesi pek ¢ok teknolojik parametreye
gore degisiklik gosterebilmektedir. Olgunlasma siiresince birincil proteoliz ile
iliskilendirilen kalint1 kimozin aktivitesi dogrudan ya da dolayli olarak peynir aroma ve
tekstiirline katki saglamaktadir. YCE fenoliklerinin peynir olgunlagsma siirecinde kalinti
kimozin aktivitesi {izerine etkisini belirlemek amaci ile yapilan analizler sonucu elde

edilen veriler Sekil 4.27°de gosterilmistir.
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Kalint1 kimozin aktivitesi (nmol
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Olgunlagma siiresi (giin)
Sekil 4. 27. Kontrol ve YCE ilavesi ile iiretilen peynirlerde (YCE-peynir) olgunlasma

stiresince Olgiilen kalintt kimozin aktivitesi degerleri (nmol {iirlin/saat - g kurutulmus

peynir)

Olgunlagsmanin ilk giinlinden itibaren her iki peynir 6rnegi i¢in de kimozin aktivitesinin
zamana bagli olarak artan bir egilim i¢inde oldugu goriilmektedir. Ayrica, YCE ilavesi
ile iiretilen peynirlerde kimozin aktivitesinin, siire¢ boyunca kontrol peynirlere gére daha
diisiik seviyede oldugu belirlenmistir. Projenin ilk asamasinda, model sistemler ile elde
edilen veriler kimozinin ikincil yapisinin fenolik etkilesimlerinden 6nemli Olcilide
etkilenmedigi, bu nedenle aktivitesinde degisime yol agmadig1 yoniinde idi. Buna karsin,
stitiin rennet ile koagiilasyon siirecinde kimozin aktivitesinin yesil ¢ay fenolikleri
varliginda bir miktar azalma gostermesi; kazeinler ile etkilesime giren fenoliklerin,
kazeinlerin kimozin tarafindan hidrolizinde sterik bir engel olusturabilecegi diisiincesi ile

bagdastirilmistir. Olgunlasma siirecinde de, kontrol 6rneklere oranla, YCE ilaveli peynir
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orneklerinde kalinti kimozin aktivitesinin diisiik oldugu belirlenmistir. Model
sistemlerdeki degigsmeyen kimozin aktivitesi sonuglarma karsin, peynir yapimi ve
olgunlagsma asamalarinda elde edilen bulgularin, degisen ortam sartlari ile ilgili oldugu
diistiniilmektedir. Peynirin, yapim asamasindan itibaren siirekli degisen bir yapiya sahip
oldugu diisiiniildiigiinde, olas1 enzim-fenolik-protein etkilesimlerinin bu silirecten

etkilenmesi olasidir.

4.11.6. Olgunlasma Siirecinde YCE Tlavesinin Proteoliz Diizeyine Etkisinin

Degerlendirilmesi

pH 4.6’da ¢Oziiniir azotlu madde miktari, peynirin olgunlagma siiresince ugradigi en
temel proseslerden proteoliz hakkinda 6nemli ip uglar1 vermektedir. pH 4.6’da ¢o6ziiniir
azot miktariin dncelikli olarak kalint1 kimozin ve daha az oranda da plazmin kaynakli

oldugu bilindiginden, elde edilen veriler oldukca biiylik 6nem tagimaktadir.

Cizelge 4. 11. Kontrol ve YCE ilavesi ile liretilen peynirlerde olgunlasma stiresince pH

4.6’da ¢oOziiniir azotlu maddelerin toplam azotlu madde miktarina orani (%)

1.glin 15.giin 30.giin 60.giin
Kontrol peynir 8.6740.73A 11.5440.5%4 14.3840.09%*  15.84+0.03%4
Y CE-peynir 7.4740.9234 8.9140.38%8 10.2940.25%8  11.95+0.69%B

Ayni satirdaki farkli kiigiik harfler ile, ayn1 siitundaki farkli bityiik harfler istatistiksel olarak anlaml farkliligi belirtmektedir
(p<0.05) n=2

Cizelge 4.11°de peynir ornekleri i¢in elde edilen pH 4.6’da ¢oziiniir azot miktarlari,
orneklerdeki toplam azotlu madde miktarlarina oran1 % olarak ifade edilmistir. Elde
edilen bulgulara gore; kontrol ve YCE ilaveli peynirler incelendiginde, 60 giinliik
olgunlagsma siireci boyunca ¢oziiniir azotlu madde miktarlarinin, beklenildigi gibi,
zamanla artig gosterdigi gorlilmektedir ve bu durum olgunlagsma siirecinde ilerleyen
proteolizin bir gostergesidir. YCE ilavesi ile iiretilen peynirlerde pH 4.6’da ¢oziiniir
azotlu madde miktarinin kontrol peynirlere gore istatistiksel olarak daha az oldugu
bulunmugtur (p<0.05). Giroux ve ark. [169] da, yesil cay ekstrakti ilavesinin, Cheddar
peynirde suda ¢Oziiniir azot miktarinda %14-18 oraninda azalmaya yol actigini
belirtmislerdir. Bu ¢alismada da peynirde birincil proteolizin YCE ilavesi ile %13-24
oraninda azaldigi belirlenmistir. Ayrica, plazminin olgunlasma siiresince dnemli bir

inhibisyona ugramadig belirlendiginden, pH 4.6’da ¢Oziiniir azotlu madde miktarindaki
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azaligin biiyiik oranda kalint1 kimozinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Bu durumun,
daha dnce de belirtildigi gibi kazeinlerin yesil ¢cay fenolikleri ile olasi etkilesimlerinin yol

actig1 sterik engelden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

Olgunlasma siireci boyunca proteolizin incelenmesi amaci ile yiiriitiilen bir diger analiz
olan iire-PAGE analizinde, kontrol ve YCE ilavesi ile iiretilen peynirlerde 60 giinliik
olgunlagma siirecinde alinan Orneklere ait elektroforetogramlar Sekil 4.28’de

gosterilmistir.
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Sekil 4. 28. Olgunlasma siireci boyunca (1., 15., 30., ve 60. giinler) kontrol ve YCE-
peynire ait iire-PAGE elektroforetogrami (1 ve 10: Standart Na-kazeinat; 2,4,6,8: Kontrol
peynir; 3,5,7,9: YCE ilaveli peynir)

Orneklerde P-kazein bantlar1 incelendiginde, olgunlasma siireci boyunca bant
genisliklerinde her iki peynir Ornegi icin de Onemli degisikliklerin olmadigi
goriilmektedir. B-kazeinin peynirin olgunlagsma siiresince birincil olarak plazmin
tarafindan proteolize ugratildig1 bilinmektedir. Peynir 6rneklerine, yapim asamasinda

plazmin enzimi ilave edilmis olsa da, peynirin tuz igerigi ve sahip oldugu diisiik pH
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nedeni ile, Orneklerde Onemli diizeyde plazmin aktivitesi gerceklesmedigi
diistiniilmektedir. Olgunlagma siireci boyunca y-kazein fraksiyonlarinda da énemli bir

artis gozlenmemesi bu durumun bir sonucudur.

Siittin  diger temel kazein fraksiyonu olan osi-kazein bantlar1 incelendiginde ise,
olgunlagmanin 1.giiniinden itibaren asi-kazeinin pargalanarak proteoliz {iiriinlerinin
olustugu goriilmektedir. Ancak, proteoliz diizeyi 1. giinde oldukea diisiik olmakla birlikte,
15.glinden itibaren osi-kazein bandinda belirgin azalma; osi-I-kazein bandinda ise
belirgin artis gozlenmektedir. Olgunlasmanin ilk giinlinde, osi-kazein bantlar1 igin
kontrol ve YCE-peynir Ornekleri arasinda belirgin fark goriilmese de, ilerleyen
asamalarda YCE ilaveli peynirlerde oii-kazein hidrolizinin daha yavas ilerlerigi ve bu
proteinin dncelikli olarak kimozin tarafindan hidrolizi sonucu olusan ois1-1-kazein bantlari
genisliklerinin kontrol 6rneklere gore daha az diizeyde oldugu goriilmektedir. Bu veriler,
pH 4.6 ¢oziiniir azotlu madde analizi sonuclari ile de uyum i¢inde olup, YCE ilavesinin,
peynirlerin olgunlasma stiresinde, kalint1 kimozin aktivitesi iizerine olumsuz etki yarattigi

sonucunu tekrarlamaktadir.

Elektroforetik analize ek olarak, YCE ilavesinin peynirlerin olgunlasma siirecinde
gerceklesen proteoliz sonucu olusan peptit profilinde meydana getirebilecegi olast
degisimleri incelemek amaci ile pH 4.6’da ¢oziiniir fraksiyonlarin RP-HPLC profilleri
incelenmistir. pH 4.6’da ¢oziiniir azotlu maddelerin kromotogramlar1 Sekil 4.29-31°de

gosterilmistir.
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Sekil 4. 29. Kontrol (K) ve YCE ilavesi ile lretilen minyatiir peynirlerde (YCE)

olgunlagmanin 15. giiniinde pH 4.6 ¢oziiniir fraksiyona ait RP-HPLC kromatogramlar1
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Sekil 4. 30. Kontrol (K) ve YCE ilavesi ile lretilen minyatiir peynirlerde (YCE)

olgunlagmanin 30. giiniinde pH 4.6 ¢oziiniir fraksiyona ait RP-HPLC kromatogramlar1
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Sekil 4. 31. Kontrol (K) ve YCE ilavesi ile iiretilen minyatiir peynirlerde (YCE)
olgunlagsmanin 60. glinlinde pH 4.6 ¢oziiniir fraksiyona ait RP-HPLC kromatogramlar1

RP-HPLC analizinden elde edilen kromatogramlar incelendiginde, kromatogramlarda 80
ve 85. Dakikada eliie olan piklerin sira ile a.-laktalbumin ve B-laktoglobulin proteinlerine
ait oldugu belirlenmistir. Kromatogramlarda ‘I’ ile gosterilen bolge hidrofilik peptitler ve
aminoasitlere karsilik gelirken, ‘I’ ile gosterilen bolge hidrofobik peptitleri temsil
etmektedir [175]. Olgunlagmanin baslangicinda, hidrofilik bolgedeki pik sayisi ve
yogunlugu oldukea diisiik oldugu bircok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir. Ilerleyen
olgunlagsma siirecinde, Ozellikle mikrobiyal proteazlar sayesinde orta biiyiikliikteki
peptitlerin de yikima ugrayarak daha kiiciik boyuttaki peptitleri ve aminoasitleri aciga
cikardigr  belirtilmistir  [176]. Peynir orneklerinde 15.gline ait RP-HPLC
kramotogramlarinin da bu durumu destekler nitelikte oldugu goriilmektedir. Ancak YCE
ilaveli peynir 6rneklerine ait kramotogramlarda belirgin olarak goriilen ve yaklagik 27.
ve 32. dakikalarda eliie olan piklerin YCE katesinlerine ya da katesinlerin degredasyonu
veya oksidasyonu ile olusan bilesiklere ait olabilecegi diisiiniilmektedir. Kazeinlerin
kalint1 rennet ve plazmin tarafindan proteolize ugramasi ile olusan orta biiyiikliikteki
peptitlerin yogun olarak ‘II’ bolgesinde bulunmasi muhtemeldir. Bu nedenle peptit

profilindeki farkliliklar belirlerken temel olarak bu bolgedeki peptit sayisi/yiiksekligi baz
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alimmigtir. Olgunlagmanin 15. giiniine ait kromatogramlar incelendiginde, bu bolgede
oldukca az sayida peptit olusumu gozlenmis ve bu peptitlerden hidrofobik karakterde
olanlarin bir kisminin (isaretli) kontrol o6rneklerde daha yiiksek derisimde oldugu
belirlenmistir. Peptit sayilarinda 30.giin ve 60. giin arasinda 6énemli fark bulunmazken,
pik yiikseklikleri olgunlagsma siirecinde artig gdstermistir. Olgunlagmanin 30. giiniine ait
kromatogramlarda kazeinlerin proteolizi sonucu olusan iriinleri heterojen karigimina
isaret eden bir¢cok pik izlenmis ve hidrofobik bolgedeki peptitlere ait piklerden bir
kisminin kontrol 6rneklerde, YCE ilave edilen peynir drneklerine gore daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde, olgunlasmanin 60. giiniinde de hidrofobik bolgedeki
isaretli peptitlerin yiiksekliklerinin kontrol 6rneklerde daha fazla oldugu goriilmektedir.
as1-kazein ve B-kazeinin hidroliz {iriinleri olan peptitlerden bazilarinin YCE ilave edilmis
orneklerde kontrol 6rneklere gore daha diisiik derisimde olmasi, pH 4.6’da ¢6ziiniir azotlu
maddeler ve iire-PAGE analizleri ile elde edilen bulgular ile paralellik gostermektedir.
YCE ilaveli peynirlerde kontrol peynirlere gore ilave peptit pikleri olmamasi, buna karsin
pik yiiksekliklerinin degisiklik gostermesi, YCE ilavesinin olgunlasma siirecinde
proteoliz paternini degistirmese de hizim1 yavaglattigi diisiincesini dogurmustur.
Olgunlasma siirecinde elde edilen enzim aktivitesi degerleri ile birlikte diistiniildiigiinde,
pH 4.6 ¢oziiniir fraksiyonlarda belirlenen ve YCE ilaveli peynirlerde kontrol drneklere
kiyasla daha diisiik seviyede bulunan peptitlerin daha ¢ok osi-kazeinin hidroliz iiriinleri
olmas1 beklenmektedir. Ancak bu olgunun dogrulanabilmesi i¢in pik tanimlanmasi

yapilmasinin gerekli oldugu diisiiniilmektedir.
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5. SONUC

Mevcut tez calismasi kapsaminda, siit endiistrisi i¢in iki 6nemli proteaz olan kimozin ve
plazmin enzimlerine karst fenolik bilesiklerin inhibisyon 6zellikleri incelenerek, hem
molekiiler diizeyde baglanma durumlarinin belirlenmesi; hem de saglik {izerine etkileri
bir¢ok epidemiyolojik ¢alisma ile kanitlanmis biyoaktif bilesiklerin peynir yapiminda

kullanilabilirliginin aragtirilmasi hedeflenmistir.

Caligmanin ilk agamasinda, saf haldeki fenolik bilesikler ile model (tampon ¢ozelti)
sistemlerde ve siit matrisinde inhibisyon denemeleri yapilmis ve analiz edilen 10 adet
fenolik bilesikten ECG, EGCG, QUER, MYR ve CURC’in plazmini model sistemlerde
biiyiik 6l¢iide inhibe ettigi belirlenmistir. Bunun yani sira, inhibisyon denemeleri siit
proteinlerinin varlifinda yiritiildiigiinde, bu bilesiklerin plazmini inhibe etme
yeteneklerinin daha diisiik seviyede oldugu goriilse de, hala 6nemli oranda inhibisyona

yol agtiklar1 belirlenmistir.

Yiirtitiilen kinetik ¢alismalar sonucunda gozlemlenen benzer Ki*? degerleri ile azalan
Vmax? degerleri EGCG,QUER ve MYR’in yarigsmasiz olarak plazmini inhibe ettigini;
azalan Kn*P ve Vma®P degerleri ise ECG ve CURC’in plazmine karsi karisik tip

inhibisyona yol ac¢ti§in1 géstermistir.

Fenolik bilesikler tarafindan gergeklestirilen plazmin inhibisyonun mekanizmasinin
aydinlatilmasi amaci ile c¢alismada kullanilan tiim fenolik bilesikler ile plazminin
etkilesimi sonrasi olusan komplekslerin ikincil yapisi incelenmistir. Inhibitér dzellik
gosteren bilesikler ile etkilesimin plazminin konformasyounda degisimlere neden oldugu
ve enzimin native halde sahip oldugu yiiksek diizeydeki diizensiz yapilarin, daha diizenli
yapilara dogru evrilmesine yol actigt belirlenmistir. ITC denemelerinden elde edilen
negatif entalpi (AH) ve yine negatif ancak daha diisiik entropi (AS) degerleri, plazminin
ikincil yapisinda degisiklige yol acan etkilesimlerin oncelikli olarak hidrojen baglar1 ve
elektrostatik etkilesimler oldugunu, ancak hidrofobik etkilesimlerin ile de yapinin
stabilizasyonunda rol aldigin1 gostermistir. Fenolik bilesiklerin molekiiler farkliliklar1 ile
baglanma karakteristikleri incelendiginde; QUER’e gore daha yiiksek baglanma katsay1si
ve diisiik ICso degerine sahip olan MYR’in B halkasindaki ekstra -OH grubunun

baglanmay1 ve inhibisyonu gii¢clendirdigi sonucuna varilmistir. Benzer sekilde, EGCG’in
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B halkasinda bulunan -OH grubunun da inhibisyon 6zelliklerini artirict etkisi oldugu ve
de katesinlerin inhibitoér Ozellik gostermesinde yapidaki galloyl grubunun kilit rol

oynadigi da diisiiniilmektedir.

Kimozin enzimi ile model sistemlerde yiiriitiilen inhibisyon ¢aligsmalarindan elde edilen
bulgular ise calismada kullanilan flavonoidler ya da fenolik asitlerden hig¢birinin enzimin
yapay substrati iizerindeki aktivitesine istatistiksel olarak onemli bir etkisi olmadigini
gostermistir. Literatiirde kimozinden bagka aspartik proteazlarin bazi fenoliklerce
inhibisyonu belirtilmigse de, kimozinin gorece korunakli aktif bdlgesinin olasi
etkilesimlerden etkilenmedigi diisiiniilmektedir. Kimozin ve kimozin-fenolik
komplekslerinin incelendigi CD c¢alismalar1 sonucu elde edilen bulgular da, ¢alismada
kullanilan higbir fenolik bilesigin kimozinin ikincil yapisinda énemli bir degisiklige yol
acmadigmi gostermistir. ITK denemeleri de kimozin ile fenolik bilesikler arasindaki
etkilesimler sonucu agiga ¢ikan i1sinin, fenoliklerin seyrelme isisindan 6nemli oranda
farkli olmadig1 yapilan denemeler sirasinda izlenmis ve bu nedenle fenoliklerin kimozin
ile olasi etkilesimlerinin termodinamik olarak degerlendirilmesi yapilamamistir. Bu
durum, fenolik bilesiklerin kimozin ile etkin bir sekilde etkilesime girmeme ihtimalini

diisiindiirm{istiir.

Iki farkli proteaz alt grubuna ait enzimler olan plazmin ve kimozin ile yapilan model
sistem caligmalari, fenolik bilesikler ile enzimler arasindaki etkilesimlerde enzim yapisi,

biiyiikliigii ve konformasyonunun biiyiik 6nem tasidigini gostermistir.

Fenolik bilesiklerin peynir yapimi ve olgunlagsmasi asamasinda proteolitik enzimlerin
(plazmin ve kimozin) aktivitelerine etkisinin belirlenmesi amaciyla, yesil ¢ay ekstraktinin
(YCE) kullanilmasina karar verilmistir. Bu amagcla 6ncelikli olarak rennet (kimozin) ile
koagiilasyon denemeleri yiiriitiilmiis ve YCE ilavesi ile rennetlenmenin ilk asamasi olan
enzimatik fazin olumsuz etkilendigi belirlenmistir. Enzimatik fazda kimozinin x-kazeine
spesifik hidrolizi sonrasi olusan kazeinomakropeptit (CMP) olusum hizinin YCE ilavesi
ile konsantrasyona bagimli bigimde azaldig1 sonucuna ulasilmistir. Buna karsin, kontrol
ve YCE ilaveli siit 6rneklerinde, 120 dakikalik rennet ile koagiilasyon siirecinin sonunda
proteolize ugrayan k-kazein derisimleri arasinda 6nemli fark bulunmamistir. Rennet ile
koagiilasyonun ilk asamasindaki s6zii gecen inhibisyonun, kimozin ve YCE fenolikleri

arasindaki molekiiler etkilesimlerden kaynaklanmadigi; kazeinler ile interaksiyona giren
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fenolik bilesiklerin sterik bir engel olusturarak, kimozin tarafindan «-kazeinin
hidrolizinin engellenmis olabilecegi diistiniilmektedir. Kimozine karst dogrudan,
konformasyon degisimi yolu ile, inhibisyona yol agmayan fenolik bilesiklerin, kazeinler
ile etkilesim sonrasi dolayli bir inhibisyona neden olmus olabilecegi tartigilmistir.
Yiirtitiilen DLS analizleri sonucunda ise, rennet ile koagiilasyonun ikinci asamasi olarak
kabul edilen flokiilasyon (sikilasma) asamasinda, kazein misellerinin biraraya gelme
siirecinin YCE ilavesi ile yavasladig1 belirlenmistir. Sonug olarak zengin katesin icerigine
sahip YCE nin, siitlin rennet ile koagiilasyonunda hem enzimatik faz hem de flokiilasyon

fazin1 yavaslattigi bulunmustur.

Tez ¢alismasinin son asamasinda laboratuvar oOlgekli minyatlir peynir {iretimi
gerceklestirilmis ve 60 giinliik olgunlagsma siireci boyunca peynirde kalint1 kimozin ve
plazmin enzimlerin aktivitesi ve bu enzimlerden kaynakli proteoliz diizeylerine YCE
ilavesinin etkisi belirlenmistir. Peynirde analiz edilebilir diizeyde plazmin seviyesini
yakalayabilmek amaciyla peynir yapim agamasinda siite plazmin enzimi disaridan ilave
edilmistir. Tlging bigimde, olgunlasma siireci boyunca elde edilen plazmin ve kimozin
aktivitesi degerlerine YCE fenoliklerinin etkisinin model sistemler ile elde edilen
sonuglar ile Ortismedigi gozlemlenmistir. Minyatiir peynir Orneklerinde plazmin
aktivitesinin olgunlagma siiresi boyunca YCE ilavesinden etkilenmedigi, buna karsin
kalint1 kimozin aktivitesinin YCE ilavesi ile iiretilen peynirlerde kontrol peynirlere gore

istatistiksel olarak onemli 6l¢iide diisiik oldugu belirlenmistir.

Peynirin olgunlagma siirecinde en 6nemli kimyasal siireclerden olan proteoliz, pH 4.6’da
¢ozlinilir toplam azotlu madde miktar ile incelendiginde; ¢ogunlukla kalint1 kimozin ve
daha az diizeyde plazminden kaynakli oldugu bilinen birincil proteolizin, YCE ilaveli
orneklerde daha yavas ilerledigi belirlenmistir. Benzer sekilde, olgunlasma stiresi
boyunca alinan Orneklere ait lire-PAGE elektroforetogramlari da kimozinin birincil
substrati olan ais1-kazeinin hidrolizinin YCE’li peynirlerde kontrol 6rneklere kiyasla daha
yavas ilerledigini gdstermistir. Plazminin siitteki birincil substrati olan [-kazein
derisimlerinde ise olgunlagma siiresi ve YCE ilavesinin etkisinin 6nemsiz diizeyde oldugu
belirlenmistir (p>0.05). Olgunlagma siirecinde minyatiir peynir drneklerine ait pH 4.6’da
¢ozliniir azot fraksiyonlarinin incelendigi RP-HPLC sonuglarina gore, olgunlasmanin 30.

ve 60. gilinlerinde YCE ilaveli peynirlerde peptit profilinin kontrol peynirler ile benzer
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oldugu belirlenmis, ancak olusan peptitlerin bir kisminin miktarinin daha diisiik oldugu
gozlemlenmistir. Peynir orneklerinde olgunlagsma siirecinde gerceklesen proteoliz
biitiiniiyle degerlendirildiginde, yesil cay fenoliklerinin plazmin ya da kimozinin
proteolitik yollar1 iizerinde bir etkisi olmasa da 6zellikle kazeinler ile etkilesim sonucu

proteolitik aktivitenin yavasladigi sonucuna ulasilmistir.

Mevcut tez ¢aligmast ile siitte plazmin inhibisyonuna yol acabilecek fenolik bilesikler
belirlenmis ve siitte plazmin kaynakli teknolojik kusurlar1 énlemede alternatif olarak
kullanilabilecegi tartigilmigtir. Peynir yapimi asamasinda fenolik bilesiklerin, kazeinler
ile etkilesimi sonrasi rennetlenme siirecini yavaslattigi belirlenmistir. Bunun yani sira,
model sistemlerde incelenen proteaz inhibisyonunun, ¢cok daha kopleks ve dinamik bir
yap1 olan peynir matrisi i¢cinde degisim gosterebilecegi belirlenmistir. Elde edilen veriler
ile, fonksiyonel siit tiriinleri liretiminde teknolojik parametrelerin ve {iriin 6zelliklerinin
degerlendirilmesinde, fenolik bilesikler ile proteinler arasindaki etkilesimlerinin yanisira,
siitin minor bilesenleri olan ve bircok siirecte kilit rol oynayan enzimler ile de

etkilesimlerinin belirlenmesinin 6nemi ortaya konmustur.
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EK 1- RP-HPLC KRAMOTOGRAMLARI
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Sekil Ek 1. Saflastirilmis fenolikler ile elde edilen katesin karigimina ait RP-HPLC
kramotogram1 (C: katesin, EC: epikatesin, ECG: epikatesin gallat, EGCG:
epigallokatesin gallat, CG: katesin gallat, GC: gallokatesin, EGC: epigallokatesin, GCG:
gallokatesin gallat)
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Sekil Ek 2. Saflastirilmis fenolikler ile elde edilen katesin karisimina (K) ve denemelerde
kullanilan yesil ¢ay ekstraktina (YCE) ait RP-HPLC kramotogramlari
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Sekil Ek 3. Kalint1 kimozin

(S: substrat)

analizinde kullanilan substrata ait RP-HPLC kramotogrami
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Sekil Ek 4. Kalint1 kimozin analizinde kullanilan substratin kimozin ile etkilestirildikten

sonraki karigima ait RP-HPLC kramotogramai (S: substrat, P: iiriin)
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Sekil Ek 5. Kontrol peynir drneklerinde 120 dakikalik rennetlenme siirecinde belli zaman

araliklarinda alinan 6rneklere ait kromatogramlar
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Sekil Ek 6. YCE ilaveli peynir 6rneklerinde 120 dakikalik rennetlenme siirecinde belli

zaman araliklarinda alinan 6rneklere ait kromatogramlar
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