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OZET

YESIL CAY POLIFENOLLERININ KAZEIN ILE - LAKTOGLOBULIN
ETKILESIMLERI UZERINE ETKISI

Seral KOSEOGLU ASLANDAG

Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi
Tez Damismani: Prof. Dr. Halil VURAL

EYLUL 2021; 59 sayfa

Yapilan tez kapsaminda, farkli 1s1l islem normlarinda farkli derecelerde denatiirasyonu
hedeflenen Betalaktoglobulin (BLG) ile Kappakazein (KCN) etkilesimleri ve bu
etkilesimlerin polifenol-protein etkilesimlerinden hangi yonde etkilenecegi belirlenmeye
calisilmistir. Bu anlamda, 65 °C/30dk 1s1l islem gérmiis, 85 °C/30dKk 1s1l islem gérmiis ve
¢ig siitten elde edilen rennet jellerinde yesil ¢ay polifenollerinin koagiilasyon siirecine

etkisi ve bu etkinin 1s1l iglem ile iliskisi degerlendirilmistir.

Yesil cay ekstrakti (YCE) ilavesinin sutlin rennet ile koagiilasyon surecine etkisi analizi
sonucunda rennet ile koagiilasyon siirecinin toplam siiresinin YCE ilavesi ile artt1g1, yani
streclerin  YCE ilavesi ile yavasladigi gozlemlenmistir. YCE ilavesinin
kazeinomakropeptit (KMP) olusumuna etkisi incelendiginde KMP denemelerinde
goriilmemis ancak BLG ile KCN etkilesimlerinin 6zellikle 85°C/30 dk 1s1l islem gormiis

st 6rneklerindeki KMP olusum hizinin yavaslamasinda etkili oldugu diisiniilmiistiir.

Dairesel dikroizm spektroskopisi ile yapilan deneme sonuglarinda 85 °C ‘de BLG yapisi
denatiire olarak farkli ikincil yapr sayilarinda artis gorilmiistiir. YCE ile etkilesimin
acikca ortaya koydugu farklilik 6zellikle 85°C’de BLG-KCN etkilesimleri varliginda
yakin goriiniir bolge ¢alismalarinda gozlemlenmis ve YCE etkisinin her iki 1s1l islem

formunda da ticiinciil yap1 degisikliklerine neden oldugu gézlemlenebilmistir.
i



Native- PAGE c¢alismasinda YCE fenoliklerinin BLG ve BLG-KCN kompleksi ile
etkilesiminin BLG nin artan denatlirasyon derecesi ile arttigi belirlenmistir. Denatire
BLG ile fenolik etkilsimlerinin BLG’nin 1s1l islem ile indiiklenen polimerlesmesine

YCE’nin 6nemli oranda etki ettigini gostermektedir.

Tekstiir analizinde olusturulan jel ile yapilan dl¢iimlerde YCE ilavesinin ¢ig siit ve 65°C
151l islem gérmiis jelin sertligi azalmis olup. Cig Siit ve 65 °C/30dk 1s1l islem gormiis siitle
yapilan jellerde ise sertligin azalmasini etkileyen parametre YCE ilavesi degil degil 1s1l
islem olmustur. Tekstiir analizinde yapilan ¢ikarimdan yola ¢ikilarak YCE’nin su tutma

kapasitesine etkisinin bu denemede 1s1l islem tarafindan maskelendigi diistiniilmiistiir.

Tez kapsamindaki tiim analiz sonuglar1 gbzden gegirildiginde yapilan analizlerde 1s1l
islemin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan BLG- KCN etkilesimleri iizerine YCE ilavesinin
etkisi oldugu acik bir sekilde ortaya konmustur. Bu etki BLG denatiirasyonu ile beraber
BLG-KCN etkilesimlerinin kimozinin substratina ulagmasini zorlastirabilecegi ile paralel
olarak YCE ilavesi ile de kazeinle (CN) fenoliklerin etkilesime girerek kimozinin
substratina ulagmasini zorlastiracak sekilde olmustur. BLG denatiirasyonunu YCE etkisi
belirginlestirmistir. Native PAGE analizlerinde 1s1l islem ile olusan biiyiik agregatlarin
YCE varliginda olusmadigir goriilmiis ve YCE’nin protein-protein etkilesimlerine bu
yonde etkisi oldugu gozlemlenmistir. Isil islem ve YCE ilavesinin 6zellikle BLG’iin
denatiire oldugu sicaklik normlarinda peynir jellerinin 6zelliklerini degistirecegi kanisina

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: polifenoller, yesil ¢ay, rennet, koagiilasyon, denatiirasyon, protein-

protein etkilesimleri, fonksiyonel gida



ABSTRACT

EFFECT OF GREEN TEA POLYPHENOLS ON KAZEIN AND B-
LACTOGLOBULIN INTERACTIONS

Seral KOSEOGLU ASLANDAG

Master of Science, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Halil VURAL

SEPTEMBER 2021, 59 pages

Within the scope of the thesis, it has been tried to determine the interactions of
Betalactoglobulin (BLG) and Kappacasein (KCN), which are aimed at different degrees
of denaturation at different heat treatment norms, and in which direction these interactions
will be affected by polyphenol-protein interactions. In this sense, the effect of green tea
polyphenols on the coagulation process and the relationship of this effect with heat
treatment were evaluated in rennet gels obtained from raw milk, which were heat treated
at 65 °C/30 min, heat treated at 85 °C/30 min.

As a result of the analysis of the effect of green tea extract (GTE) addition on the rennet
coagulation process of milk, it was observed that the total duration of the rennet
coagulation process increased with the addition of GTE, that is, the processes slowed
down with the addition of GTE. When the effect of the addition of YCE on the formation
of caseinomacropeptide (CMP) was examined, it was not seen in CMP experiments, but
it was thought that the interactions of BLG and KCN were effective in slowing the rate

of CMP formation, especially in milk samples that were heat treated at 85°C/30 min.



In the results of the trial performed with circular dichroism (CD) spectroscopy, the BLG
structure was denatured at 85 °C and an increase in the number of different secondary
structures was observed. The difference clearly revealed by the interaction with GTE was
observed in near-visible region studies, especially in the presence of BLG-KCN
interactions at 85°C, and it was observed that the GTE effect caused tertiary structure
changes in both forms of heat treatment.

In the Native-PAGE study, it was determined that the interaction of GTE phenolics with
BLG and BLG-KCN complex increased with increasing degree of denaturation of BLG.

In the measurements made with the gel formed in the texture analysis, the hardness of the
raw milk and 65°C heat-treated gel with the addition of GTE decreased. In gels made
with raw milk and milk that was heat treated at 65°C/30 min, the parameter affecting the
reduction of hardness was heat treatment, not the addition of GTE. Based on the inference
made in the texture analysis, it was thought that the effect of GTE on the water holding
capacity was masked by the heat treatment in this experiment.

When all the analysis results within the scope of the thesis are reviewed, it has been
clearly demonstrated that the addition of GTE has an effect on the BLG-KCN interactions
that occur as a result of the heat treatment. This effect was such that with BLG
denaturation, BLG-KCN interactions could make it difficult to reach the chymosin
substrate, and in parallel with the addition of GTE, casein (CN) and phenolics interacted
and made it difficult for chymosin to reach the substrate. The denaturation of BLG was
marked by the effect of GTE. In Native PAGE analyzes, it was observed that large
aggregates formed by heat treatment did not form in the presence of GTE, and it was
observed that GTE had an effect on protein-protein interactions in this direction. It has
been concluded that the addition of heat treatment and GTE will change the properties of

cheese gels, especially at temperature norms where BLG is denatured.

Keywords: polyphenols, green tea, rennet, coagulation, denaturation, protein-protein

interactions, functional food
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1. GIRIS

Fenolik bilesikler yaklasik 4000 yildir insan diyetinde yer almaya devam etmektedir ve
insan sagligi uzerine olumlu etkileri nedeni artan bir ilgi ile arastirilmaya devam
edilmektedir. Gida polifenollerinin saglik iizerine etkilerinin; ndrodejeneratif, kalp-
damar hastaliklar1 ve kanseri de igeren yaygin kronik hastaliklarin kokeniyle
iliskilendirilen serbest radikallerin olusumu ve oksidasyonun oOniine gegen, radikal
soniimlendirici ve antioksidan karakterlerinden kaynaklandigi ortaya konulmaktadir.
Fenolik bilesiklerin, fonksiyonel gida tiretiminde kullanilmasi ya da tasiyici ajanlar
vasitasi ile viicuda alim1 konusunda ¢aligmalar giderek yogunlagsmaktadir. Polifenollerin
insan viicudundaki metabolizmasi, biyoyararlanimi ve insan saglig1 {izerine etkilerinin
giderek artan bir merakla incelenmesinin yanisira, gida teknolojisi ag¢isindan
degerlendirildiginde, bu bilesiklerin kompleks gida matrisi igindeki etkilesimlerinin
degerlendirilmesi de 6nem tasgimaktadir. Bu anlamda, gerek besleyici nitelikleri ile
gerekse de yliksek miktarda tiiketilmesi nedeniyle siit tiriinlerinin, fenolik bilesikler ile
zenginlestirilerek iiretimi konusunda yapilan c¢alismalar 6onem kazanmaktadir. Bu
calismalarin ¢ogu, polifenol ilavesi ile artan antioksidatif 6zelliklerin belirlenmesi
konusunda yogunlagmis durumdadir. Ancak bilindigi gibi, polifenollerin basta proteinler
olmak tiizere diger gida bilesenleri ile etkilesimi, gidanin fizikokimyasal, tekstiirel ve

fonksiyonel 6zelliklerinde degisime yol agabilmektedir.

Siitte bulunan proteinlerin kolloidal kararliligini yitirmesi peynir ve sut urinleri
uretiminin esas basamagi olarak bilinmektedir.Fenolik bilesikler ile zenginlestirilmis
peynir Uretiminde proses parametreleri ve son Uriin 6zelliklerini belirlemek icin bu
bilesiklerin koagiilasyon siirecine etksinin bilinmesinin énemli oldugu diisiiniilmektedir.
Isil islem sonucu denatiire olan serum proteinlerinin kazeinler ile etkilesimleri, siitiin
rennet ile koagililasyon siirecini yavaslattigt ve jel oOzelliklerini zayiflattigi da

bilinmektedir.

Bu tez kapsaminda fonksiyonel peynir liretimi amaciyla ham maddeye eklenecek olan
yesil c¢ay ekstraktinin, polifenol-protein etkilesimleri iizerine yogunlasilarak, siitiin
rennetle koagiilasyon siirecine ve 1sil islem ile indiiklenen kazein-serum protein
interaksiyonlara, serum proteinlerin denatiirasyon derecesine bagli olarak hangi

diizeyde etki ettigi belirlenmeye ¢alisilmistir.



Yapilan ¢alisma ile hem fenolik bilesiklerin peynir iiretiminin temeli olan koagiilasyon
asamasina etkisinin belirlenip fonksiyonel peynir iiretimi icin karsilagilabilecek sonuglarin
degerlendirilerek literatiirdeki bu eksikligin giderilmeye calisilmasi, hem de 1s1l islem ve serum
proteinlerin denatiirasyon diizeyinin protein-fenolik etkilesimleri ve dolayli olarak protein-

protein interaksiyonlarina etkisi konusunda literatiire katkida bulunulmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sut Proteinleri

Sut, disi memeli hayvanlar tarafindan yeni doganin besleme gereksinimini karsilamak
icin salgilanan bir stvidir [1]. Siit i¢erigi yiizdesel olarak su sekilde gosterilebilir; %87 su,
%4 yag %3,5 protein ve % 4,7 laktoz. Siitte bulunan proteinler 2 ana gruptan olusur;
kazeinler (asl , as2, p ve k-kazeinler, ) ve serum proteinleri.(B-laktoglobulin (BLG) ve
a-laktalbumin) [2].

2.1.1. Kazein

Kazeinler (CN), dogada bulunan globiiler ve fibroz yapilarina benzemeyen, serin
kalintilar1 ile esterlesmis fosfoproteinlerdir. Siitte ortalama 100 nm ¢apindaki kolloidal
partikuller seklinde bulunurlar.[3]. Kazeinler ayn1 zamanda yogurt peynir gibi sutten elde

edilen fermente tiriinlerin olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir.

Cizelge 2.1. Siitte bulunan temel kazein fraksiyonlari

Fraksiyon % (toplam proteinler
icindeki % degerleri)
as; —Kkazein 37
as, —kazein 10
B-kazein 35
Kk-Kazein 12

Yapisinda ii¢ tane hidrofobik alan bulunmaktadir. as2-kazein karboksil-ucundaki pozitif
yukler ve amin-ucundaki negatif yikler sebebi ile dipolardir. asz-kazein en hidrofilik olan
kazein grubudur. Yuksek fosforilasyon igerigine ve diisiik prolin aminoasiti miktarina
sahip olup digerlerine nazaran pH ve iyonik dirence olduk¢a duyarlidir. B-kazein, toplam
kazeinin %30-35’ini olusturmakla beraber en hidrofobik kazein grubudur. B-kazeinin
yapisindaki prolin kalintilari, a-heliks yapinin olusumunu onler. k-kazein (KCN),
kolloidal misel yapinin korunmasindan sorumludur ve sistein i¢eren tek kazein grubudur.

Karboksil ucunda karbonhidrat kalintis1 igerdiginden diger kazeinlerden farklilagir [4].

Kazeinler, kolloidal siitte yaklasik 20-600 nm ¢apinda kolloidal olarak stabil yapilar olan
kazein miselleri formunda bulunurlar [2]. Kazein miselleri, kazein alt miselleri (sub-
miseller) olarak adlandirilan alt yapilardan olusmaktadir ve bunlarinin boyutlarini birden
cok etkene bagli olarak degisebildigi rapor edilmistir (protein derisimi, pH, iyonik kuvvet
ve sicaklik) [5].

a - ve P-kazeinler esas olarak miselin hidrofobik i¢ kisminda yogunlasirken, KCN

yiizeyde baskindir. KCN (gte ikisi olan azot ucu hidrofobik iken, Ggte biri olan karbon



ucu gucli derecede hidrofiliktir. Bu 6zelligi kazein stabilitesine etkili olup siit tiriinlerinin

tekstiir tat gibi duyusal 6zelliklerine katkida bulunur.

Misel olusumunda; Kolloidal kalsiyum fosfat demetiyle submiseller toplanarak kazein
misellerini olustururlar. Submiseller kalsiyum-fosfat baglari ile hidrofobik ve hidrojen
baglarinin sayesinde birarada bulunmaktadir. Kazein misel yapisi sabit degil, dinamiktir.
Yani, kazein miseli ve bilesenleri ortam, sicaklik, pH ve basingtaki degisimlere cevap

verir ve bu degisimler olduk¢a belirgindir [6].
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Sekil: 2.1. Kazeinin misel yapisi [5]

Kazein 1s1ya karsi stabildir. Kazeinin 1s1l stabilitesinde; a-heliks baglarmin az olmasi,

sistein aminoasidinin bulunmamas: ve sistin aminoasidinin az bulunmasi rol oynar.

Kazeinin karakteristik 6zelligi, agregrasyon yetenegidir. Kazein molekiillerinin karmagik
dogas1 ve misellerin varlig1 nedeniyle gerceklesebilen agregrasyon birgok farkli ajandan

kaynaklanabilir.

Izo-elektrik nokta kazeinlerin ¢dzilinebilirliginin en diisiik oldugu ve pH’in 4.2-4.7
araliginda oldugu noktadir.Misel yapisindaki bu degisiklik misellerin yaklasarak bir araya

gelmesine ve az yada ¢ok yogun pihtilar olusturmasina sebep olur [6].

Ortama yuksek miktarda bazik olan sodyum hidroksit eklenirse, asitle ¢cokeltilen kazein
proteini yeniden c¢oziiniir. Meydana gelen sodyum kazeinat ¢ogunlukla emiilgator
Ozelliginden dolay1 gida bileseni olarak kullanilir. Ancak ilk etapda dogal olarak var olan

misel yapis1 hidroksit eklenerek tekrardan saglanamaz. [6].



2.1.2. p -Lactoglobulin (BLG)

Serum proteinleri, B-laktoglobulin (BLG; dominant peynir alt1 suyu proteini fraksiyonu,
~ 50 g/ 100 g toplam protein), a-laktalbiimin (a-lak; 20 g / 100 g toplam protein), sigir
serumalbimin (BSA; ~ 6 g/ 100 g toplam protein), immunoglobulinler (Ig; ~3g/100 g

toplam protein) ve diger ¢esitli proteinlerden olusmaktadir [1].

BLG 162 amino asitten olusan bir globular proteindir ve molekiil agirligi 18 kDA “dur.
Y apisinda birincil, ikincil, ti¢linciil ve kuaterner yapilar bulunur. BLG 'nin tiglinciil yapisi
BLG denatiirasyonunun tersine ¢evrilebilirliginde 6nemli bir rol oynar. Bu yap1 iki
disiilfiir bagiyla (Cys66 — Cys160 ve Cys106 — Cys119) giiclii bir sekilde stabilize edilir
[7].

BLG; 162 aminoasit kalintisi ile katlanmig bir yapiya sahiptir. Bu yap1 dis yiizeyde alfa
helixle gevrili bir beta pilili seklindedir. Bu yapisindan dolay1 yapida merkezi bir bosluk
bulunur. Merkezi olan bu bosluk bir kalikstir. BLG hidrofobik molekiller icin iki
baglanma yerine sahiptir, biri kaliksin iginde ve digeri dimer arayiiziinde yer alir [8].
BLG; vitaminler, yag asitleri ve diger birkag ligand1 baglama kapasitesi nedeniyle gida

ve ila¢ endiistrilerinde oldukca kullanilmaktadir

2.2. Siitte Rennet Mekanizmasi
Satin enzimle, yani rennet ile pihtilasmasi iki bélimde gegeklesir. Bunlar; enzimatik

asama Ve agregasyon (kiimelesme veya flokiilasyon) asamasidir.
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Sekil 2.2. Siitiin rennet ile pihtilagmasinda kazein misel yapisinin degisimi [9]

Enzimatik kisimda KCN, asit proteazlar (rennin) tarafindan gergeklestirilen proteoliz
islemi ile Phe1os-Meti0s bagindan koparak para- « -kazein ve kazeinomakropeptit (KMP)
(glikomakropeptit) olarak ayrilir.. Bunlardan para-k-kazein oldukca hidrofobik olup
miseller Uzerinde tutulur. Kazeinomakropeptit (KMP) ise, hidrofilik olup, misellerden
ayrilarak seruma geger. Bu durum, KCN’in misel stabilitesi Uzerindeki koruyucu etkisinin

kaybolmasina ve pihtilagsma i¢in bir zeminin olusmasina neden olur [10].



Misellerdeki KCN enzimle pargalandiktan sonra, stabiliteleri bozumus kazein misilleri,
kalsiyum varliginda, birbirleriyle birleserek gozle goriilebilir flokuller olustururlar. Bu
bir agregasyon (kiimelesme) olayidir. Bu reaksiyon, yani agregasyon asamasi SUte
uygulanan 1s1l isleme ¢ok bagimlidir. Siite uygulanan 1s1l islem de serum proteinlerinin
denaturasyonuna, stttin kolloidal yapisindaki degismelere neden oldugu i¢in, misellerin

agregasyonunda etkili olmaktadir [11].

BLG, KCN interaksiyonuna neden olacak seviyedeki 1sil islem, enzim baglanmasini
giiclestirmektedir. [11]. Klmelesen kazein miselleri birlesmeye devem ederck daha
biylk partikilleri bir bagka deyisle protein jelini olusturur. Bu asamaya agregasyon

(kiimelesme) asamasi denir.

Kazein misellerinin agregrasyonunda hidrofobik etkilesimler, van der Waals
etkilesimleri, elektrostatik etkilesimler ile 6zellikle para -k -kazein misellerinin bir araya

gelmesi durumu biiyiik rol oynamaktadir [11].

Kazein misellerinin agregrasyonu; enzim (kimozin) derisimi, Kazein derigimi, ortamin

pH’1, sicaklik ve kalsiyum iyonu (Ca**)derisimine baghdir.

2.3. Isil islemin Siit Proteinleri ve Rennet Mekanizmasina Etkileri

2.3.1. Isil islemin Kazein Uzerine Etkisi

Kazein ve serum proteinlerinin 1stya kars1 gosterdikleri duyarlilik birbirinden farklidir.
Kazeinler 1siya kars1 oldukca direnglidirler. Bunun nedeni yapisinda yer alan prolin
aminoasidinin protein agregasyonu igin gerekli olan hidrojen baglarinin olusumunu
onlemesidir. Kazeindeki degisimler 100 °C’nin iizerindeki sicakliklarda meydana

gelmektedir.

Kazeinin ikincil ve Gglncil yapilarinin yeterli diizeyde olmamasi nedeniyle kazein
normal pastorizasyon kosullarinda (62-65 °C’de 30 dk: LTLT, 71-74 °C’de 40-45 sn
HTST, 85-90 °C’de 8-15 sn) degisime ugramamaktadir. Siitin 80-150 °C arasindaki

sicakliklarda 1sitilmasiyla kazeinde meydana gelen degisimler su sekilde siralanabilir [1];
Kazein misellerinin agregasyonu ve disosiasyonnu nedeniyle misel boyutlariin
degismesi.

Misellerin zeta potansiyelinin ve hidrasyon diizeyinin degismesi



Kazeinin defosforilasyonu
Kazeinin proteolizi

Polimerizasyon

2.3.2. Isil Islemin p -Laktoglobulin Uzerine EtKkisi

Serum proteinleri kazeinlere gore nispeten daha 1stya duyarli proteinlerdir. Isil islemin
siddetine bagli olarak degisen diizeylerde denatiirasyona ugrarlar. Bunun nedeni; fosfor
icermemeleri, kazeine kiyasla daha diisiik prolin igermeleri, daha yiiksek diizeyde sistin
ve metiyonin aminoasiti bulundurmalaridir. BLG’in yapisinda serbest -SH gruplar1 ve

sistein de yiiksek diizeyde bulunmaktadir [1].

BLG 1s1 ile denatiirasyonu genellikle pH degerine bagli bir degisim gosterir. BLG
cogunlukla pH degerindeki artisla birlikte diisiik sicaklik derecelerinde de denatiirasyona
ugrar. Serum proteinlerinin denatlirasyon orani uygulanan 1s1l islemin siddetine bagl
degisim gosterir [12]. Ornegin; termizasyon (65 °C/15 saniye) gibi orta siddetli 1s1l islem

uygulamalari serum proteinlerinde herhangi bir denaturasyona yol agmamaktadir.

Denatiirasyon ve agregasyon iki asamali bir siiregte ortaya cikar; ilk asamada
denatiirasyon 65 ° C’de globiiler protein yigilmasini saglarken, agregasyon (yani ikinci
asama), kompleksleri olusturmak icin denatiire edilmis / katlanmamig molekiillerin bir
araya gelmesine sebep olur.70 ° C’yi asan sicakliklarda, geri doniisiimsiiz- kiimelenme
iki farkli tipte agregatin olusumu ile ortaya ¢ikan, siilfidril (-SH) grup etkilesimi ve/ veya
disiilfit ara degisiminden kaynaklanan kiigiik agregatlar ve —SH gruplarini igermeyen,
spesifik olmayan etkilesimlerinden olusan biiyUk agregatlar meydana gelir [13].

2.3.3. Isil Islemin Siit Proteinlerinin Etkilesimi ve Rennet Mekanizmasi1 Uzerine
Etkisi

80°C’nin iizerinde 1s1l islem uygulanan siitlerde denatiire serum proteinleri kazein
miselleri ile kompleks olusturabilir. Kompleks olusumu esas olarak BLG ile KCN
arasinda gergeklesmektedir. Kompleks olusumu tiyol bloklama reaktifleri yani stlfhidril
ve distlfur degisimleri sayesinde olusur. Bu kompleks olusumu pH, protein
konsantrasyonu, 1s1 ve siit tuzlarinin konsantrasyonuna bagl olarak degisiklik gosterebilir
[12]. Ayrica, UHT sterilizasyon isleminden sonra asz-kazeinin de BLG ile kompleks
olusturdugu belirlenmistir. Denatiire serum proteinlerinin  KCN ile kompleks
olusturmalart UHT yOntemiyle sterilizasyon sirasinda siitiin 1s1l isleme kars1 stabilitesinde

artis saglamaktadir [14].
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Sekil 2.3. Isil islemin etkisiyle kazein miselleri ve BLG arasindaki interaksiyonun

sematik gosterimi

Denatiire serum proteinleri ile kazein miselleri arasindaki interaksiyonun diizeyi 1sil
islemin siddetine ve siitiin iyonik bilesimine gore degismektedir. Kalsiyum iyonlari

varliginda da kazein miselleri ile interaksiyona giren serum proteini orani artmaktadir [5].

Siite uygulanan 1s1l islemin peynir yapiminda énemli rolii olan rennet mekanizmasina
olan etkisiyle ilgili bir ¢ok galisma yapilmistir. Bu ¢alismalarda elde edilen bulgular 70 °©
C’yi agan sicakliklarda denatiire olan serum proteinin rennet mekanizmasinda 6nemli rolii
olan kazein miselleri ile olan etkilesiminden kaynakli peynirin bir ¢ok Ozelliginde

farkliliklar meydana getirdigini gostermistir [5].

Yapilan bir ¢aligmada ¢ig, pastdrize edilmis, siitlerin, beyaz peynir yapilmasi sirasinda
olusan peynir sularinda fiziksel ve kimyasal analizler yapilmistir. Peynir suyu
orneklerinin pH, titrasyon asitligi, 6zgiil agirlik ve yag degerlerini, yagsiz kuru madde
degerini degistirirken kuru madde, laktoz ve protein oranlarini degistirmedigi

saptanmugtir [15].

Bir bagka arastirmada, inek siti, koyun siitli bunlarin karigimlarina uygulanan farkl 1s1l
islemlerin, bu stlerden elde edilen peynir mayasi ile pihtilasma yetenekleri iizerine etkisi
incelenmistir. Biitiin 6rneklerde, 72 ° C,75° C ve 80 ° C uygulanan 1sil islemlerin siitlerin
pihtilagsma siirelerinde bariz uzamalara neden oldugu saptanmistir. 65 ° C /30 dk. ile 70°
C/10 dk.’lik 1s1l islemlerin etkisi ¢ok belirgin olmadigi goriilmiistiir. Bu sonucun,

denatiire olmus serum proteinlerinden kaynakli olabilecegi belirtilmistir [16].

Denatiire serum proteinleri ile kazein miselleri arasindaki interaksiyonun siit teknolojisi
acisindan Onemli rolii bulunmaktadir. Siitiin rennetle pihtilasma yetenegini ve pihtt

sikiligini etkileyen en onemli faktdr; yiizeyi serum proteini ile kaplanan yeni kazein



misellerinin olusumudur. Isil islem siddetindeki artigla birlikte rennetle pihtilagma siiresi
uzamaktadir. Genellikle, pithtilagmanin flokulasyon fazinin enzimatik faza gore 1sil
islemden daha ¢ok etkilendigi kabul edilmektedir [11]. Kazein misellerinin yuzeyindeki
denatiire serum proteinleri, rennetin etkiledigi misellerin agregasyonunu geciktirmekte ve
bdylece maya ile pihtilagma siiresini uzatmaktadir. Denatiire serum proteinlerinin kazein
misellerine tutunmasi, ag seklindeki jelin biitiinliiglinli parcalayarak pihti sikiligini da
azaltabilmektedir. Denatlire serum proteinleri kazein misellerinin  birbirlerine
yaklasmasini ve birbirleriyle temasini 6nleyerek capraz baglarin olusumunu azalttigindan

gevsek bir ag yapisi olugsmaktadir [11].

2.4. Polifenoller

Polifenoller, en az bir fenol grubuna sahip olan, bitkiye rengini veren, ikincil
metabolitlerdir. Kimyasal yapilarina bagli olarak polifenoller, fenolik asitler,
flavonoidler, tanninler, kumarinler, lignanlar, kinonlar, stilbenler ve kurkuminoidler gibi

farkli alt gruplara ayrilabilir [17].

Polifenoller temel olarak bitki aleminde ya serbest ya da bagli bir bigimde bulunur.
Serbest polifenollerin ¢ogu, bitkilerin hiicre i¢i endoplazmik retikulumunda sentezlenir
ve kofullarda depolanir. Bununla birlikte, bagli fenolik bilesikler, c¢6ziinebilir
polifenollerin hiicre duvarina tasinmasiyla olusurlar, bunlar daha sonra seliiloz ve protein
gibi hiicre duvar1 makromolekiilleri ile ester ve glikozidik baglar yoluyla konjuge edilir

ve boylece hiicre duvari olusumuna katkida bulunur [18].

2.4.1. Flavanoidler

Flavonoidler, flavan c¢ekirdegi ile karakterize edilen ve meyveler, sebzeler ve bitkilerden
tiiretilmis iceceklerde en yaygin bilesik siniflarindan birini temsil eden, dogal olarak
olusan polifenolik bilesikler grubudur. Flavonoid yapisina sahip 8000'den fazla bilesik
tanimlanmistir ve bunlarin ¢ogu cigeklerin, meyvelerin ve yapraklarin renklerinin

olugsmasinda gorev alir [19].
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Sekil: 2.4. Flavanoidlerin Genel Kimyasal Yapis1

Flavonoidler, fenolik ve piran halkalarindan olusan benzo-piron tirevleridir ve bu
halkalarin bulunduklar1 yere gore siniflandirilir. Flavonoidlerin ¢ogunda ortak olan
yapisal bilesenler, bazik flavonoid iskeleti ve ¢cok sayida hidroksil ve metoksil grubunun
cesitli kombinasyonlarimi igerir. Flavonoidler, hidroksil, metoksil ve glikozidik yan
gruplarin diizenlemelerinde ve A- ve B- halkalar1 arasindaki konjugasyonda farklilik
gosterir. Spesifik yapisal farkliliklara dayanarak, flavonoidler alti ana smifa ayrilir:

flavonoller, flavonlar, flavanonlar, flavanoller, antosiyanidinler ve izoflavonlar [20].

Cizelge 2.2. Flavonoidlerin Alt Siniflar1 ve Bazi Temsili Ornekler

Flavonlar Flavonoller (Orn: Flavanonlar Flavanoller Antosiyanidin izoflavonlar
. siyah cay, Gzim . . . . . i
(Orn:  kirmizi van &y ) (Orn:Narenciye,nane) (Orn: Yesil ¢ay, | (Orn:visne, (Ornbakla vh.
biber, tahillar) kakao) kiraz, ¢ilek) taneler)
Chryisin Quersetin Naringenin Katesin Siyanidin Genistein
Apigenin Rutin Eriodiktol Epikatesin Delfinidin Daidzein
Luteolin Kaempferol Hesperidin Epikatesin Gallat Peonidin Glisitein
Rhamnetin Epigallokatesin Malvidin
Epigallokatesin
Gallat

Flavonoller: Flavonoller, mantarlar ve algler harig, bitkilerde yaygin olarak bulunurlar.
En yaygin flavonoller, kaempferol, kersetin, isorhamnetin ve mirisetin, tipik olarak 5, 7,
3, 4, 4 ve 5 pozisyonlarinda olusan konjugasyonlu glikozitler olarak bulunur. Yaygin
olarak tiiketilen meyvelerin, sebzelerin ve igeceklerin, muhtemelen yerel yetistirme
kosullar1, mevsimsel degisimler ve cesitlilik farkliliklarina bagl olarak, benzer sekilde
benzer iirlinlerde bulunan miktarlarda biiyiik farkliliklar iceren flavonol igerikleri vardir.
Sar1 ve kirmizi soganlar, 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda kuersetin-4'-O-glukozit ve
kuersetin-3,4’-O-diglukozit i¢eren zengin flavonol kaynagidir. Disakkarit kuersetin-3-O-

rutinosid yaygin bir diyet bilesenidir [21].
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Sekil: 2.5. Flavonollerin Genel Kimyasal Yapis1

Flavonlar: Maydonoz gibi bazi bitkilerde nemli miktarlarda tespit edilmelerine ragmen,
yayin olarak bulunan flavonoidlerden degillerdir. Apigenin, luteolin, baicelein ve
wogonin gibi flavonlar, 3. karbondaki oksijeni disinda flavonollerle benzer kimyasal
yapidadirlar [21].

Sekil: 2.6. Flavonlarin Genel Kimyasal Yapis1

izoflavonlar: izoflavonlar , 6nemli miktarlarda baklagillerde bulunurlar. Fermente soya
tirtinleri, glikozitlerin hidrolizi sonucu izoflavonlar bakimindan zengin olabilirken, soya
siitii ve tofu gibi 1s1l islem goren iiriinler az miktarda igerirler. Ostrojene olan yapisal
benzerlikleri nedeniyle, izoflavonlar, esas olarak tahil taneleri iginde yiiksek
konsantrasyonlarda ortaya ¢ikan farkli bir grup bilesik olan nonflavonoid lignanlar gibi

fitoostrojenler olarak siniflandirilir [21].

f"”“x o
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Sekil: 2.7. Izoflavonlarin Genel Kimyasal Yapisi
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Flavononlar: Naringenin ve hesperetin gibi flavanonlar, A2,3 ¢ift bagin eksikligi ve C-
2’de kiral bir merkezin varhigi ile karakterize edilir. Flavanonlar hidroksillenmis,
glikozile ve O- metillenmis tiirevler olarak ortaya ¢ikar. Turuncgillerde yuksek

miktarlarda bulunurlar [21].

N
Y~ ]

o

Sekil: 2.8. Flavononlarin Genel Kimyasal Yapisi

Antosiyanidinler: En yaygin antosiyanidinlere, seker ve organik asitlerle konjugat
olusturan, kirmizidan maviye renk araliklarinda bulunan pelargodin, siyanidin, delfinidin,
peonidin, petunidin ve malvinidin 6rnek verilebilir. Meyve ve ¢igeklerde yaygin olarak
bulunurlar [21].

N
ij;o%u.j.%##f
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Sekil: 2.9. Antosiyanidinlerin Genel Kimyasal Yapist

Flavanoller: Bunlar, basit monomerlerden, yogunlastirilmis tanenler olarak da bilinen
oligomerik ve polimerik proantosiyanidinlere kadar uzanan, flavonoidlerin en karmasik
alt sinifidir. Monomerik flavan-3-ol’iin C2 ve C3’teki iki kiral merkez, (+) katesin ve (-)
epikatesin olmak iizere her bir B-halkal1 hidroksilasyon seviyesi i¢in dort izomer {iretir.
(-) epiafzelechin gibi digerleri daha sinirli bir dagilima sahipken, dogada yaygindir. Yesil
cay (Camellia sinensis) ana bilesenleri (-) epigallocatechin, (-) epigallocatechin-3-O-
gallate ve (-) epicatechin-3-O-gallate olan c¢ok yiksek seviyelerde flavan-3-ol

monomerleri icerir. Bu flavan-3-ol’larin seviyeleri, yesil yapraklarin fermantasyonu
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sirasinda, polifenol oksidaz enziminin etkisiyle siyah c¢ayin iiretilmesi sirasinda

azalmaktadir [21].
;:__ :__f__"'m,_\_\ -"'D"'m . ’fkj
L
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Sekil: 2.10. Flavanollerin Genel Kimyasal Yapis1

2.4.2. Yesil Cay Polifenolleri

Camellia sinensis bitkisinin kurutulmus yapraklari olan gay, diinya ¢apinda tiiketilen
poptiler bir igecektir. Oksidasyon seviyesine bagli olarak yesil ¢ay (oksitlenmemis),
oolong cayt (kismen oksitlenmis) ve siyah cay (oksitlenmis) olmak {iizere iig tiire
ayrilabilir. Yesil c¢ay, katesinlerin enzimatik oksidasyonunu Onlemek igin taze
yapraklarda bulunan polifenol oksidaz enziminin hem halka seklinde hem de buharla
inaktive edilmesiyle iiretilmistir.

Yesil cay, yesil ¢cay katesinleri olarak bilinen bir polifenol antioksidan kaynagidir. Yesil
cayin Onemli Kkatesinleri (-) epikatesin (EC), (-) epikatesin-3-galat (ECG), (-)
epigallokatesin (EGC) ve (-) epigallokatesin-3-gallattir (EGCG) . Yesil ¢ayda, katesinler

toplam flavonoidlerin% 80-90'in1 ve flavonollerin % 10'unu temsil eder [19].

a"

\

Sekil: 2.11. Katesinlerin Genel Kimyasal Yapis1
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Sekil: 2.12. (+) Katesin
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Sekil: 2.13. (-) Epikatesin
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Sekil: 2.14. (-) Epigallokatesin
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Sekil: 2.15. (-) Epikatesin Gallat
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Sekil: 2.16. (-) Epigallokatesin Gallat

Biyomolekiiller oksidatif hasar, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanserler ve norodejeneratif
hastaliklar dahil olmak tizere bir dizi kronik hastaligin patolojisinde rol oynamaktadir.
Yesil ¢aydaki katesinlerin ve diger polifenolik bilesiklerin bilinen in vitro antioksidan
ozellikleri, yesil cay tiiketiminin potansiyel saglik yararlarina biiyiik ilgi uyandirmistir.
Cok sayida epidemiyolojik calisma, yesil cay tiiketimi ile insanlarda kardiyovaskiiler

hastaliklar ve kanser arasindaki iliskileri ele almistir.

Yesil cay katesinlerinin antioksidan 6zelliklerini kanitlayan pek ¢ok c¢alisma mevcuttur.
Bunlardan birinde Yesil ¢ay katesinleri ve polifenollerin bir dizi in vitro sistemde serbest
radikallerin etkili temizleyicileri oldugu bulunmustur.Bir bilesigin bir serbest radikal
stipiirticii olarak hareket etme yetenegi, kismen, hidrojen veya elektron vericileri olarak

antioksidanlarin reaktivitesinin bir 6l¢iisii olan tek elektron indirgeme potansiyeli ile
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ilgilidir. Daha diisiik bir indirgeme potansiyeli, hidrojen veya elektron bagis1 icin daha
diisiik enerji gerektigini ve antioksidan aktiviteyi belirlemede bir faktor oldugunu
gosterir. EGCG ve EGC, E vitamininden daha diisiik indirgeme potansiyeline sahiptir bu

da E vitamininden daha {istiin elektron vericileri olduklarmi disiindiirmektedir [22].

2.5. Polifenoller Ile Proteinlerinin Etkilesimleri

Polifenollerin baglanma ve afinitesi birka¢ faktore bagli olsa da, olasi mekanizmalar,
tersinir (kovalent olmayan) veya tersinmez (kovalent) baglanmaya yol acan etkilesimleri
icerir. Hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimler ve van der Waals ilgi alanlar1 gibi
kovalent olmayan etkilesimler, gérece daha sik goriilen tersinir protein-polifenol

baglanmasinda rol oynar [23].

Geri doniistimsiiz etkilesimler, niikleofilik gruplar olarak -NH> ve —SH gibi gruplar ile
reaksiyona giren, o-kinonlarin enzimatik ya da termal oksidasyon ile spesifik kosullar
altinda olusan kovalent baglar1 kapsamaktadir. Hidrojen baglari, azot veya oksijenin
elektronegatif atomlari, 6zellikle proteinlerin amino (-NH>) ve hidroksil (-OH) gruplari
ve komsu polifenol molekiillerinin pozitif yiiklii hidrojen atomu arasinda, proteinlerin ve

polar olmayan aromatik amino asitlerin arasinda olusur.

Polifenollerin aromatik halkalari, hidrofobik etkilesimler yoluyla etkilesebilmektedir.
Kovalent baglarla karsilastirildiginda daha yaygin olan kovalent olmayan protein-
polifenol etkilesimleri, genellikle farkli tiir etkilesimlerin kombinasyonundan

kaynaklanirken, bazi durumlarda, bir tiir gekim, baglama reaksiyonunu domine eder [23].

Polifenollerin esnekligi de belirleyici faktordiir; daha az esnek polifenoller bazi
proteinlere daha giiclii ve digerlerine daha zayif baglanirken, daha esnek polifenoller

cesitli proteinlere esit sekilde baglanir [24].

Yapilan bir aragtirmada bir polifenol olan resveratrol ile BLG arasindaki interaksiyona
bakilmig ve polifenolin proteinin ikincil yapisina etki gostermedigi, ancak tigiinciil
yapisinda yer yer etkilesimler olusturarak BLG ile kompleks haline geldigi belirtilmistir
[25].

Baska bir ¢alismada serum albiminleri ile resveratrol bilesiminin hidrofobik ya da
hidrofilik olarak olmus olabilecegi sekonder yapida degisime neden olabilecegi ve

katlanmalara (folding) sebep oldugu belirtilmistir [26].

17



Serum albuminleri gibi polifenoller ile bag olusturabilen kazeinlerin; kazein-polifenol
vel/veya kazein-polifenol-kazein baglanmalar1 ile , peynir jeli veya yogurt gibi siit

urtnlerinin su tutma kapasitesini etkileyebilecegi one siiriilmiistiir [27].

Polifenoller, etkilesime girdikleri proteinlerin yapisini ve gesitli 6zelliklerini etkileyebilir.
Amino asitlerle etkilesime giren polifenoller protein yapisinda degisikliklere neden
olabilir ve islevlerini etkileyebilir. Dahasi, polifenoller proteinlere esansiyel amino
asitleri bloke edecek sekilde baglanabilir ve bdylece biyoyararlanimlarini1 azaltabilir.
[24].

Yesil cay flavanoidleri basta olmak {izere polifenollerin diger tiir molekiillerle etkilesim
halinde olduklar1 bilinmektedir ve bu konuda bir ¢ok aragtirma yapilmaktadir. Proteinler
ve lipidler gibi insan viicudunda bulunan bazi biyomolekdller ile polifenollerin arasinda
etkilesimler bulunur [28]. Fakat protein ve polifenol etkilesiminin tam olarak anlasilmasi
hala eksiktir. Yesil ¢ay polifenollerinin sigir ve insan kaynakli serum albiimini de dahil
olmak iizere farkli proteinlerle etkilesime girdigi bildirilmistir [29]. Piring gluteninin,
epigallocatechin-3-gallate (EGCG) ile etkilesime girdigi ve glutenin fizikokimyasal
ozelliklerini 6nemli 6lgiide etkileyebilecek kompleksler olusturdugu raporlanmistir [30].
Protein ve polifenol etkilesimi, fizyolojik kosullar altinda konformasyonel degisikliklere
neden olan mevcut polifenol bilgilerine katki saglamaktadir.Bu arastirmalar

polifenollerin gida teknolojisinde kullanilabilmesi hakkinda fikir vermektedir.

2.5.1. Yesil Cay Polifenolleri Ile Siit Proteinlerinin Etkilesimleri

Siit proteinleri, insan beslenmesindeki dnemi ve siitlii cay veya kahve igmek gibi bazi
beslenme aligkanliklar1 nedeniyle polifenol baglama ¢alismalarinda 6zel ilgi kazanmistir.
Bir dizi ¢alisma, siit proteinleri ile fenolik bilesikler arasindaki etkilesimlerin proteinlerin
yapisini, stabilitesini, sindirilebilirligini ve fonksiyonel ozelliklerini ve fenoliklerin
antioksidatif 6zelliklerini ve biyoyararlanimini1 degistirebilecegini ortaya koymaktadir

[30].

Yapilan bir ¢caligma [31], olgunlagma sirasinda en 6nemli ve karmasik biyokimyasal olay
olan proteolizin, peynir siitiine GTE eklenmesinden olumsuz etkilendigini belirtmistir.
Bu bulgular, fenolik bilesiklerden etkilenen siitiin enzimatik pihtilasmasi1 ve peynirin
olgunlagsmasi sirasinda degisen proteolitik aktivitenin iiriin 6zelliklerinde degisikliklere

yol agabilecegini diislindiirmektedir.
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Yapilan birgaligmada kazeinlerle ¢ay flavonoidlerinin etkilesiminde , hidrojen baglarinin
olusmasiyla birlikte ikincil yapiya sahip proteinlerin yapisinda degisimler gézlemlendigi

rapor edilmistir [32].

Kanakis ve ark. [33] yesilgay katesinleri ile yaptiklar1 ¢calismada BLG ile etkilesimde
bulunan katesinlerin bu etkilesime hidrofilik ve hidrofobik etkilerle dahil oldugunu

baglanma seviyesinin yapidaki —OH grubu sayica artinca arttigini belirtmistir.

Serum albuminleri ile yapilan bir ¢alismada yesilgay polifenolleri ile etkilesimin,
BLG’deki a-heliks yapiyr kuvvetlendirdigi, ancak B-pilili yapilarin ise kararliligini
azalttig1 rapor edilmistir [34].

Antioksidan aktivite ile ilgili bir ¢aligmada siit proteinleri ile yesil ¢ay katesinleri

arasindaki etkilesimin antioksidan aktiviteyi artirdigi belirtilmistir [35].

Stodajinovic ve ark. [36] ise yesil ¢ay, kahve ve kakao fenolikleri ile yaptigi ¢alismada
serum albliminleri ile olan etkilesimin, proteinin sindirimle par¢alanabilirligini azalttigini

belirtmisgtir.

2.5.2 Yesil Cay Polifenolleri Ile Siit Proteinlerinin Etkilesimlerinin Rennetlenme
Sirecine Olan Etkileri

Peynir yapimu siirecinin ilk adim1 olan enzim ile etkilesim , 6zellikle siit islenmesinde
onemli bir enzimatik pihtilagma asamasini saglar. Enzim jelasyonu , kismen birbiri ile
ortiisen iki asamadan olusur. Ilk asamada, rennet (kimozin) enzimatik etkisi, kazein
misellerini destabilize ederken, ikinci asamada, kazein miselleri kalsiyum varliginda bir
araya gelerek protein agi1 olustururlar [37]. Yapilan bu ¢alisma, epigallokatesin gallat
(EGCG) molekiillerinin, miselin formunda mevcut oldugu zaman kazein proteinleri ile
kompleksler olusturdugunu dogrulamistir. Sonuglar ayrica, ilk kez, cay polifenollerinin
varliginin, misellerin jellesme 6zelliklerinde bir degisiklige neden oldugunu gostermistir.
EGCG'nin konsantrasyonu arttikca ve kazeinlerin doygunluguna ulasildikga, siitiin
yeniden rennetleme 06zelliklerinde daha 6nemli bir etki gorulir. Yapilan ¢alismada,
EGCG'nin, k-kazein ile spesifik olarak etkilestigi ve kimozinin substrat (kazein)
maddesine erisimini sinirladig varsayilmistir. Bu veriler, cay polifenolleri gibi biyoaktif
molekdllerin st matrisine eklenmesinin kazeinlerin isleyis ve fonksiyonlarini kuvvetle

etkileyebilecegini agikga gostermistir [37].
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Bir bagka ¢alisma da yesil ¢ay, siyah cay, kakao ve hazir kahvenin dondurularak
kurutulmus ekstraktlarinin eklenmesi yagsiz siitiin peynir mayasi ile pihtilasma siiresini
ve Ozellikle CaCl; ile desteklenmeyen sulandirilmis diisiik 1s1l1 siit tozunun pihtilasma
siiresini artirdig1 gozlenmistir. Tim ekstraktlarin, yliksek derecede reaktif olan ve
gelismis kazein misel stabilitesinden sorumlu olabilecek yiiksek konsantrasyonda

polifenol ve ilgili bilesikler igerdigi belirtilmistir [38].

Uziim cekirdegi ekstraktini, fonksiyonel peynir tretmek icin kullanimini arastiran bir
caligmada, izim ¢ekirdegi ekstraktlarinin siit pihtilasma kinetigi, siit jeli dokusu ve
sineresis Uzerine etkisi belirlenmistir. Siite eklendiginde, tizim ¢ekirdegi ekstraktlarinin
enzimatik pihtilasma siiresini artirdigr ve pihtilasma oranimi diigiirdiigi gozlenmistir.
Ilave edilen {iziim ekstraktlarinin artan konsantrasyonlari ile, olusan rennet jellerinin
tekstiirel ozellikleri incelendiginde kirillganlik diizeyinde artma ve sertlik diizeyinde

azalmaya yol agtig1 rapor edilmistir [39].

Katesinlerin ilave edildigi peynirlerde siit proteinlerinin pihtilasma 6zellikleri, esas olarak
pH diisiisiinden veya siit proteini-fenol etkilesimlerinden kaynaklanabilen fenoliklerin
eklenmesinden etkilendigi belirtilmistir. Ayrica, katesin ilavesi ile elde edilen, fenolikge
zenginlestirilmis peynir oOrneklerinin antioksidan aktivitesinin fenolik eklenmemis

peynirlere kiyasla daha yiiksek oldugu bulunmustur [23].

Han ve ark. [40] yaptig1 calismada, ¢esitli polifenolik bilesiklerin dahil edilmesine dayali
olarak gelistirilen yeni bir peynir lirlinti, doku 6zellikleri agisindan degerlendirilmistir.
Peynir yapiminda fonksiyonel katkilar olarak katesin, epigallokatesin gallat (EGCG),
tannik asit, homovanillik asit, hesperetin ve flavon gibi dogal fenolik bilesikler ile (iziim
cekirdegi ekstrakti, yesil cay ekstrakti ve kizilcik tozu gibi fenolik bilesikler eklenmistir.
Polifenolik bilesikler iceren peynir pihtisinin nem igeriginin azaldigini gostermistir.
Polifenolik bilesiklerin peynire eklendiginde peynir pihtisinda yapisal farkliliklar

gozlenmis blyuk ve granuler piht1 yapilarina yol agmustir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. MATERYAL

Denemelerde kullanilan ¢ig inek sutl Yapilcan Ciftligi’ nden saglanmistir. Temin edilen
¢ig siit 6rnekleri 6°C’de 3000xg ‘de 10 dk santrifilj edilerek (Sigma 3-30K, Almanya)
yagt ayrilmistir. Elde edilen yagsiz ¢ig siit drneklerine %0.1 oraninda sodyum azide ilave
edilmis ve bdylelikle mikrobiyel gelisimin 6nlenmesi hedeflenmistir. Yagsiz ¢ig siit
ornekleri -80 °C de saklanmustir.

Sut ornekleri as 1s1l islem gérmemis ve 2 farkli normda 1s1l islem gormiis (65 °C’de 30 dk
ile 85 °C de 30 dk) sekilde 3 grup olarak kullanilmistir.

Sut drneklerinin isimlendirmesi; ¢ig siit kontrol : RC, ¢ig siit yesil ¢ay ilaveli : RY, 65
°C’de 30 dk 1s1l islem uygulanmis kontrol : 65C, 65 °C’de 30 dk 1s1l islem uygulanmig

yesil cay ilaveli : 65Y, 85 °C’de 30 dk 1s1l islem uygulanmis kontrol : 85C, 85 °C’de 30
dk 1s1l islem uygulanmig yesil ¢ay ilaveli : 85Y seklindedir.

Denemelerde kafein icermeyen yesil cay ekstrakti (GreenselectR, Indena, Italya)

kullanilmistir.
Ayrica, BLG A ve KCN Sigma-Aldrich ’den temin edilmistir.

HPLC analizlerinde kullanilan kimyasallardan asetonitril (Merck, 1.13358, Almanya),
trifloroasetikasit (Merck, 8.08260, Almanya) ve Ornek hazirlamada kullanilan diger
kimyasallar HPLC safligindadir.

Kullanilan siit igcerigi EK-1’de ve yesil ¢ay icerikleri EK-2 ‘de gosterilmistir.

3.2. METOT
3.2.1. Koagulasyon Denemeleri

Iki farkli 1s11 islem normu ile 1s1l isleme maruz birakilmamis toplamda 1 set kontrol grubu
ve 1 set yesil ¢ay ilaveli ornekler ile rennet ile koagiilasyon denemeleri yiiriitilmiistiir.
Yesil ¢ay icerecek ornekler 1s1l islem 6ncesinde 0,1 g yesil cay ekstrakti ilave edilmis 100

ml siit 6rneginden alinmugtir.

100 ml olan set 6rnekleri (kontrol ve YCE eklenmis) her bir denemeden 6nce ¢ig olarak

ve 65 °C 30 dk, 85 °C 30 dk 1s1l isleme maruz birakilmustir.
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Rennet ile koagtlasyon denemelerinde, her bir set kontrol ve yesil ¢ay iceren sut
orneklerinden 100°er ml buz banyosuna yerlestirilmistir. Ardindan erlen igerigine 200 pl
CaCl, 120 pl 1% Rennet (Maxiren) ¢ozeltisi ilave edilmis ve hizla karistirilarak yine buz
banyosunda bulunan deney tiiplerine 5’er ml aliquotlar alinmistir. Deney tiipleri 32°C’de
sicak su banyosuna alinmis ve belirli zaman araliklarinda (0.dk, 5.dk, 10.dk, 20.dk, 30.dk,
45.dk, 60.dk, 90.dk,120 dk,150dK) su banyosundan alinarak buz banyosuna koyulmus ve
reaksiyonun durdurulmasi saglanmistir. Herbir tlip icerigi santrifiij edilerek (10000xg,
4°C, 20 dk), elde edilen presipitatlar tizerinden protein igerigi ve profillerinin belirlenmesi
calismalar1 yiiritiilmistiir. Santrifiij sonucu elde edilen presipitatlara, uzaklastirilan
supernatant hacmi kadar 8M iire ¢ozeltisi ilave edilmis ve yogun ultrasonik banyo ve
vortex yardimu ile presipitatlarin ¢oziinmesi saglanmistir. 10°C’de bir gece bekletilmistir.
Bu islemler 1s1] islem gérmemis 6rnekler ve iki farkli 1s1l islem normuna maruz birakilan

ornekler i¢in ayr1 ayr1 ylrttilmiistiir.
3.2.2. Bradford Yontemi

Koagulasyon denemesi sonucu elde edilen presipitat 6rnekleri, gerekli oranda saf su ile
seyreltilerek protein iceriginin belirlenmesi amaciyla Bradford (1976) yontemine gore
analiz edilmistir. Presipitatlarin yanisira, ¢ig siit ve 1s1l islem gormiis siit 6rneklerinin

protein miktarlar1 da ayn1 metot ile belirlenmistir.

Standart egri olusturmak amaci ile farkli diliisyonlarda teknik kazein ¢ozeltileri
hazirlanmis ve Orneklerdeki protein miktarlari, standart egriden elde edilen formiil ile

hesaplanmuistir.

3.2.3. KMP (Kazeinomakropeptit) Analizi

Yesil cay ilavesinin enzimatik fazda agiga ¢ikan kazeinomakropeptit (KMP)’ye etkisi ile
enzimatik fazda meydana gelebilecek degisikliklerin belirlenmesi amaci ile KMP analizi

RP-HPLC ile yiiriitiilmiistiir .

100 ml olan set drnekleri (kontrol ve YCE eklenmis) her bir denemeden 6nce ¢ig olarak
ve 65°C30 dk, 85°C 30 dk 1s1l isleme maruz birakilmistir.

Her bir set stt ve yesil ¢ay Orneginden 100’er ml erlenlere alinarak hazirlanmistir.
Ardindan erlen igerigine 500 pl CaCl,, 220 ul 1% Rennet (Maxiren) c¢ozeltisi ilave

edilmis ve hizla karistirilarak deney tiiplerine 5’er ml aliquotlar alinmistir. Deney tiipleri
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32°C’de sicak su banyosuna alinmig ve belirli zaman araliklarinda (0.dk, 2.dk, 7.dk,
12.dk, 17.dk, 22.dk, 32.dk, 42.dk, 62 dk) su banyosundan alinarak igerigine 1250 pl
%15’lik Perklorik asit (PCA) eklenerek reaksiyonun durdurulmasi saglanmigtir. Daha
sonra drnekler 6000 rcf 15 dk 20°C’de santrifiijden gegirilerek supernatant kismi 0,45mm
nylon filreden gegirilerek viallere alinmistir ve Thoma 2006 [45] yOntemine gore RP-
HPLC ile orneklerin KMP igerigi belirlenmistir. TUm 6rneklerdeki KMP miktart (%),
YCE igermeyen kontrol Orneklerindeki maksimum pik alan1 %2100 kabul edilerek

hesaplanmustir.

CMP analizi i¢in silika bazli C-18 RP-HPLC kolonu (250 mm uzunluk x 4.6 mm i.d.,
Agilent Zorbax 300SB-C18, partikiil biiyiikliigi 5 um, por ¢apt 30 nm) kullanilmustir.
Tim ¢ozeltiler nylon filtreden (47 mm, 0.45 pum, EG0492-1) geg¢irilmistir. CMP

analizinde uygulanan kromotografik kosullar;
Mobil faz A: suda %0.1 Trifloroasetik asit (TFA)
B: Asetonitril:deiyozie su: TFA (800:200:0.555; (v,v,v)

Toplam 30 dakikalik analiz siiresince kolon sicakligi 40°C, akis hiz1 1.0 mL dk-1, dalga
boyu 226 nm olarak ayarlanmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL olarak belirlenmistir. % 10
mobil faz A ile baglayip, analiz sonunda % 49 B olacak sekilde bir gradient programi

uygulanmustir.

3.2.4. Dairesel Dikroizm (CD) Spektrofotometresi

Tez ¢aligmas1 kapsaminda oncelikli olarak, farkli 1s1l islem normlar1 ve YCE ilavesinin
BLG konformasyonu iizerine etkisinin belirlenmesi amaci ile uzak UV bdlgede CD

Olctimleri Jasco J815 CD spektrofotometre (Tokyo, Japonya) kullanilarak alinmistir.

Bu amacla 1mm genislige sahip kiivet kullanilmis ve tiim dl¢iimler 25°C’de alinmistir.
195-250 nm arasindaki far- UV spektrumu alinan 3 Olgiimiin 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. Model sistem denemelerinde
50mM fosfat tamponunda (pH 6.8) hazirlanan BLG (10 puM) kullanilmistir. Bu amagcla
1s1l iglem gérmemis (BLG RC ve BLG RY), 65°C/30dk 1s1l islem gérmiis (BLG 65C ve
BLG 65Y) ve 85°C/30dk (BLG 85C ve BLG 85Y) 1s1l islem gérmiis BLG 6rnekleri,YCE
ilavesi olmadan ve 1s1l iglem 6ncesi son derisimi 10 ppm ve 50 ppm olacak sekilde YCE

ilavesi ile hazirlanmistir. Sonuglar mdeg birimi olarak verilmistir. BLG Orneklerine ait
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ikincil yap1 elementleri ise elde edilen CD datalarinin Bestsel yazilimi kullanilarak analiz

edilmesi sonucu hesaplanmistir.

YCE ilavesinin uygulanan 1s1l islem normlarina bagl olarak KCN-BLG etkilesimlerine
etkisini belirlemek amaci ile proteinlerin tigiinciil yapisi ile ilgili bilgi verenyakin goriiniir
bolge CD analizleri gerceklestirilmistir. Bu amacla, sadece BLG ve BLG-KCN
kompleksi iceren Orneklere yukarida belirtilen islemler uygulanmis ve bu 6rneklerin
yakin UV bolge spektrumlar1 da yaplan olglimlerle elde edilmistir. Bu amagla far UV
Olctimleri i¢in belirtilen parametrelere sadik kalinmis olup, 6l¢timler 250 nm- 350 nm
araliginda alinmuistir.  Yakin goriiniir bolgede ¢alisilirken daha yiiksek protein
konsantrasyonu ile c¢alisilmasi gerekmektedir. Bu nedenle BLG ve YCE orani sabit
kalmakla birlikte son derisimleri far UV analizleri i¢in hazirlanan 6rnek derisimlerinin 10

kat1 olacak sekilde diizenlenmistir.

3.2.5. Poliakrilamid Jel Elektroforez( Native-PAGE)

Isil islem sonucu olasilikla olusabilecek serum protein denatiirasyonu ve agregatlari ile
KCN etkilesimlerinin olusturdugu komplekslere, yesil cay fenoliklerinin etkisini
belirlemek amaci ile hem model sistemlerde hem de sut érnekleri ile elektroforez
uygulamalar yiiriitiilmiistiir. Model sistem ¢alismalar1 i¢in hem sadece BLG (4 mg/ml
ph 6.8 fosfat tamponunda hazirlanmig) hem de BLG - KCN (1:1) (son protein
konsantrasyon 4 mg/mL olacak sekilde) karisimi igeren c¢ozeltiler ile bunlarin yesil cay
ilaveli (son derisim 500 ppm ve 1000 ppm olacak sekilde) ve ilave edilmeyen 6rneklerinin
1s1l islem gormeden ve 65°C/30 dk ile 85°C/30 dk 1s1l islemlere maruz birakilmis halleri
native (alkaline)-PAGE ile Manderson 1998’e [46] gore yiiriitilmiistir. Model sistem
denemelerinden sonra siit 6rnekleri de ayn1 miktardaki YCE ilavesi ve 1s1l islem normlari
uygulanarak analiz edilmistir. Native-PAGE uygulanmasinda %3,9’1uk siralama jeli ve
% 15’lik yiiriitme jelleri kullanilmis ve Ornekler 30 mA sabit akimda yiiriitilmistir.

Boyama prosediiriiniin ardindan jeller ‘Agfa Fotolook’ yazilimi ile taranmustir.

3.2.6. Tekstur Parametre Belirleme Calismalar:

Peynir jeli 6rneklerinin tekstiir analizleri konik prob ile Yiiksel ve Erdem (2009)’a [47]
gore yiiriitiilmiistiir. 2 cm uzunlugundaki konik prob (60°) silindirik kaplarin i¢indeki

peynir jeli 6rnekleine daldirilmistir.
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Konik prob tek dalis ile 1 mm.s? parametresinde uygulanmistir. Ornek derinligi 40
mm’dir. Kuvvet-zaman grafiklerinden Nexygen 2.0 (Lloyd, ingiltere) yazilimi

kullanilmis ve tekstiir parametreleri incelenmistir.

3.2.7. Su Tutma Kapasitesi Analizleri

Orneklerde rennet jellerinin su tutma kapasitesi Yiiksel ve Erdem (2009)’a gore analiz
edimistir [47]. Deney tuplerinde hazirlanan yaklasik 10 ml, net agirligi1 belirlenen rennet
jeli ornekleri 3000xg ‘de 10 °C’de 15 dakika santrifiij edilmis, siipernatant
uzaklastirildiktan sonra presipitat miktar1 belirlenmistir. Ardindan 6rneklere ait su tutma

kapasitesi (WHC) degerleri asagidaki formiil ile hesaplanmustir;
%WHC = (presipitat agirlig1/6rnek agirligi) * 100
3.2.8. Istatistiksel analiz

Tiim denemeler ii¢ tekrarli ve iki paralel yiriitilmiistir ve elde edilen verilerin
degerlendirilmesinde SPSS ® 15.0 for Windows yazilimi kullanilmistir. Varyanslar
arasindaki farkliligin 6nem kontrolii ¢ok yonli varyans analizi (MANOVA) ile
gerceklestirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. YCE ilavesinin sutin rennet ile koagulasyon surecine etkisi

Koagulasyon denemelerinde amag¢ farkli 1sil islem normlart uygulanmis Grneklerin
koagiilasyon siireci boyunca protein miktarlarina bakilarak koagiilasyon fazlarini
incelemektir. Yesil ¢ay fenoliklerinin ve 1sil islem derecelerinin koagllasyon sirecine
nasil etki ettigi incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda koagulasyon sureci boyunca
Bradford yontemi kullanilarak elde edilen protein miktar1 Sekil 4.1 Sekil 4.2 ve Sekil
4.3’te verilmistir. Grafiklerde protein miktarinin 6nemli oranda degismedigi ilk bolim
enzimatik fazi, protein miktarinin hizla arttigi boliim flokiilasyon fazini temsil etmektedir.
Koagiilasyon grafiklerinden elde edilen tahmini enzimatik faz ve flokiilasyon fazi siireleri

ise Cizelge 4.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. Cig siit i¢in koagiilasyon siireci boyunca protein miktarindaki (mg/ml) degisim
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Sekil 4.2. 65 °C/30 dk 1s1l islem uygulanmus siit i¢in koagiilasyon siireci boyunca protein
miktarindaki (mg/ml) degisim
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Sekil 4.3. 85 °C/30 dk “de 1s1l islem uygulanmus siit i¢in koagiilasyon siireci boyunca

protein miktarndaki (mg/ml) degisim

Isil islem uygulanmamis ve 65°C 1s1l iglem uygulanmis siit 6rneklerinde 6rneklerin
timinde Kontrol gruplarmin aksine yesil c¢ay ilave edilmis siit orneklerinde
koagilasyonun tamamlanmasinin daha uzun zaman aldigi ve bir siire sonra sabit
protein miktarina ulastigi ¢ig siit ve agikga goriilmektedir. 85°C 1s1l islem uygulanmig
st orneklerinde ise 150. dakikada heniiz koagiilasyonun tamamlanmadigi, protein
konsantrasyonunun artmaya devam ettigi yani kazein misellerinin flokilasyonunun

devam ettigi gorulmiistiir.

Yapilan bir caligmada inek siitii ile peynir yapimi ve olgunlastirma siirecinde yapilan
denemelerde yesil ¢ay ekstrakti ilavesi ile kullanilan koagiilasyon denemelerinde
koagiilasyon hizinin yavasladigi dinamik 1s1k salinimi spektrofotometresi ile
belirlenmistir [31]. Bu tez kapsaminda yapilan koagulasyon denemeleri bu sonuglarla

paralellik gostermektedir.

Site yesil cay fenolikleri ilavesinin incelendigi ¢alismalarda enzimatik fazda KMP
olusum hizinin diistigi ve flokiilasyon fazinin yavagladigi rapor edilmistir [31].
Mevcut ¢alisma kapsaminda da rennet ile koagulasyon surecinde enzimatik fazin
stiresinin YCE ilavesi ile arttif1 gozlemlenmigtir. 85°C 1s1l iglem uygulanmis siit

orneklerinde fark daha belirgin olarak gozlenmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Ornekler icin koagulasyon stireleri

Ornekler Enzimatik Faz (dk) | Flokiilasyon Faz1 (dk)
Cig Siit Kontrol 271 52+3

Cig Siit YCE 40 £ 2 58 + 4

65 Kontrol 30+2 49+ 1

65 YCE 50+3 50+1

85 Kontrol 30£2 gOzlemlenmedi
85 YCE 50+ 4 g6zlemlenmedi

Cig siit ornekleri karsilastirildiginda hem enzimatik faz hem de flokiilasyon fazi siireleri
YCE ilaveli 6rneklerde kontrol orneklerine gore daha uzun oldugu goézlemlenmistir.
85°C/30 dk 1s1l islem uygulanan 6rnekler karsilastirilinca ¢ig siit 6rneklerine benzer
olarak enzimatik fazin YCE ilavesi ile uzadigi ancak flokiilasyon fazinin deneme stireci
boyunca devam etmesi sebebiyle siire farkinin tam olarak gozlemlenemedigi ancak
kontrol 6rneklerine goére uzadigi belirtilmistir. 65°C/30 dk 1s1l islem uygulanmis siit
orneklerinde enzimatik faz siiresi diger orneklerde oldugu gibi YCE ilaveli 6rnekte
kontrol 6rnegine gore uzamis fakat flokiilasyon fazi siiresinde istatistiksel olarak 6nemli

bir degisiklik gozlemlenememistir (p>0.05).

80°C’nin lizerinde 1s1l islem uygulanan sutte denatlire olan serum proteinleri kazein
miselleri ile kompleks olusturabilir. Kompleks olusumu esas olarak BLG ile KCN
arasinda gerceklesmektedir. Kompleks olusumu tiyol bloklama reaktifleri yani siilfidril

ve disiilfiir degisim reaksiyonlari sayesinde olusur [12].

Tez caligmast kapsaminda ¢ig siit, 65°C’de ve 85°C’de 1s1l islem gérmiis siit 6rnekleri
incelendiginde yesil ¢ay ilaveli Orneklerde enzimatik faz siiresinde artisa yol actigi

belirlenmistir.

YCE ve 1s1l islemin kombine etkisine bakildiginda 1s1l islemin tek basina faz siirelerini
onemli 6l¢iide etkilemedigi ancak faz siirelerindeki degisikligin YCE ilavesine bagl
oldugu disiiniilmiistiir. Kombine etkinin daha net ortaya konulabilmesi icin KMP

analizinin sonuglarini incelemek gerekmektedir.

4.2. YCE ilavesinin Kazeinomakropeptit (KMP) olusumuna etkisi

Kazeinler kolloidal yapilari sayesinde bir ¢ok siit {irliniiniin olugmasinda bas rol oynarlar.

Peynir yapiminda kullanilan kimozin, KCN Pheios-Meti0s aminoasitleri arasindaki peptid
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bagina spesifik bir enzimdir. Peynir jeli olusumu siirecinde ilk asama olan enzimatik
fazda kimozinin KCN’i proteolize ugratmast sonucu para-kappa-kazein ile
kazainomakropeptid (KMP) adi1 verilen peptitler agiga ¢ikarir. Bu reaksiyondan sonra
kolloidal yap1 kararliligini yitirerek flokilasyon olayr baslar [10]. Bu reaksiyonun
sonucunda ortaya ¢ikan KMP’nin olusum hizindan yola ¢ikarak siite yesil ¢ay ekstrakti

ilavesi ile birlikte 1s1l islemin etkisi incelenmistir.

Koagiilasyon siirecinde olusan KMP miktarlarin1 gosteren veriler Sekil 4.4, Sekil 4.5,
Sekil 4.6 ‘da verilmistir.
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Sekil 4.4. Cig siit 6rnekleri i¢in siireye baglit KMP olusum miktari
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Sekil 4.5. 65 °C’de 1s1l islem uygulanmis siit 6rnekleri i¢in siireye bagli KMP olusum

miktan
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Sekil 4.6. 85 °C’de 1s1l islem uygulanmis siit 6rnekleri i¢in siireye bagli KMP olusum

miktar

KMP miktarinda daha fazla artisin goriilmedigi ve egrinin platoya eristigi noktada
enzimatik fazin tamamlandigi ve KMP miktarinin %100’e ulastigi kabul edilmistir. Isil
islem gormiis ve YCE ilave edilmis Ornekler i¢in olusan % KMP degerleri 1s1l islem
gormemis kontrol siit 6rnegine gore normalize edilmistir. Cig siit i¢in, yesil ¢ay ilave
edilen ve edilmeyen orenkler arasinda KMP olusum hizi agisindan onemli bir fark
gozlenmemistir. 65C ve 65Y ornekleri kiyaslandiginda ise, KMP olusum hizinin YCE
ilaveli st 6rnekleri igin ¢ok belirgin olmasa da daha yavas oldugu belirlenmistir.85C ve
85Y ornekleri kiyaslandiginda KMP olusum hizinda gerceklesen belirgin azalma
gozlemlenmistir (Sekil 4.6). Isil ilemin KMP olusum hizina etkisi sadece 85 °C’deki
ornekler i¢cin gozlemlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, YCE ilavesinin , KMP
olusum hizina olan yavaslatici etkisinin 1s1l islem derecesi arttikga arttigi yorumu

yapilabilmektedir.

Yesil ¢ay ilavesinin KMP olusum hizi1 {izerine etkisi incelendiginde fenolik bilesiklerin
KMP olusumunu kontol 6rnekleri ile kiyaslandiginda ¢ig siit ve 65°C/30 dk 1s1l islem
uygulanmis orneklerde bariz bir degisiklik goriilememisken 85 °C 1s1l islem uygulanmig

orneklerde yavaslattigi goriilmiistiir.
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Koagulasyon denemelerinde KMP olusum siirecinde yani enzimatik fazda siirenin
kontrol ve yesil cay ilaveli her 6nek kiyaslandiginda yesil cay etkisiyle uzadigi
gozlemlenebilmisken, KMP olusum hiznin incelendigi denemelerde bu etki sadece
85°C/30 dk 1s1l islem uygulanmis orneklerde gozlemlenebilmistir. KMP analizi daha
kontrollii bir analiz olup koagiilasyon denemesine gore sonuglarinin dogrulugunun daha
yiiksek oldugu diisiiniilmiistiir. Flavanoidler ve kazein miselleri arasindaki baglanmanin
karakterizasyonuna iliskin yapilan c¢aligmada, bu baglanmanin hidrofobik karakterde
olduguna dair bulgular elde edilmistir.[55] Bu sonug¢ ile uyumlu bir sekilde KMP
denemesindeki bulgular da, flavanoidlerin kazein misellerinin yiizeyinde yer alan -
kazeinin KMP kismi (105 (Met)-... ) ile degil, hidrofobik karakterdeki para-«-kazein (1...-
105 (Met)) ile etkilesime girecegi bu nedenle KMP olusum hizin1 etkilemeyecegi

distinilmiistiir.

Koagulasyon denemelerinde YCE ilavesi ile CN’le fenoliklerin etkilesime girerek
kimozinin substratina ulasmasini zorlastirabilecegi diisiiniilmiisken bu etki KMP
denemelerinde goriilmemis ancak BLG ile KCN etkilesimlerinin 6zellikle 85°C/30 dk
151l islem gormiis siit 6rneklerindeki KMP olusum hizinin yavaslamasinda etkili oldugu

distiniilmiistiir.

4.3. Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi

Tez ¢aligmas1 kapsaminda model sistemlerde 1s1l islem ve beraberindeki YCE ilavesinin
BLG ve BLG-KCN kompleksi iizerine molekiiler diizeydeki etkilerini incelemek amaci
ile uzak (far-UV) ve yakin (near-UV) goriiniir bolgede alinan CD spektrumlart
incelenmistir. Proteinlerin ikincil yapilari uzak UV spektral bolgesinde (190-250 nm)
gozlemlenirken, yakin UV bolge (200-380 nm) 6l¢timleri ise proteinlerin tigiinciil yapilar

hakkinda ¢ikarimlar yapilmasini saglamaktadir [49].

Ornek isimleri sirastyla ; BLG 1s1l islem uygulanmamis, BLG 65 65°C/30 dk 1s1l islem
uygulanmis , BLG 85 85°C/30 dk 1s1l islem uygulanmis , BLG +YCE yesil cay ekstrakti
eklenmis 1s1l islem uygulanmamis, BLG +YCE 65 yesil ¢ay ekstrakti eklenmis 65°C/30
dk 1s1l islem uygulanmig , BLG +YCE 85 yesil ¢ay ekstrakti eklenmig 85°C/30 dk 1s1l
islem uygulanmis , BLG + KCN 1s1l islem uygulanmamis, BLG+ KCN 65 65°C/30 dk
1s1l islem uygulanmis , BLG+ KCN 85 85°C/30 dk 1s1l igslem uygulanmis , BLG +KCN
+ YCE yesil cay ekstrakti eklenmis 1s1l islem uygulanmamis, BLG +KCN +YCE 65 yesil
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cay ekstrakti eklenmis 65°C/30 dk 1s1l islem uygulanmis , BLG+KCN +YCE 85 yesil
cay ekstrakti eklenmis 85°C/30 dk 1s1] islem uygulanmis seklindedir.
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Sekil 4.7. Farkli 1s1] islem normlart uygulanmais (1s1l ilem uygulanmamais, 65°C/30Dk, 85°C/30
dk) BLG (10uM)’e ait uzak goriiniir bolge CD-spektrumlari
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Sekil 4.8. Farkli 1s1] islem normlart uygulanmais (1s1l ilem uygulanmamais, 65°C/30Dk, 85°C/30
dk) BLG(10uM)-YCE(10 ppm) kompleksine ait uzak yorinir bolge CD-spektrumlari
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Sekil 4.9. Farkli 1s1l islem normlar1 uygulanmus (1s1l ilem uygulanmamis, 65°C/30Dk, 85°C/30
dk) BLG (10uM)-YCE(50 ppm) kompleksine ait uzak yoriiniir bolge CD spektrumlari

Cizelge 4.3. Beta laktoglobuline ait ikincil yap1 elementlerinin miktarlari

Ornek Ikincil yap1 elementleri
a- B- zincir Dongu Rastgele sarmal
Heliks(%) | (%) (%) (%)
BLG 14,7 21,7 14 43,5
BLG 65 15,2 26,6 12,9 42,5
BLG 85 16,9 18,4 13,2 51,5
BLG+10 ppm YCE 14,9 27,6 13,8 43,7
BLG+50 ppm YCE 16,4 28,7 10,3 44,7
BLG+10ppm YCE 65 15,3 26,4 12,6 45,6
BLG+50 ppm YCE
65 15,8 26,4 11,3 46,6
BLG+10ppm YCE 85 20,2 24 11,9 43,9
BLG+50 ppm YCE
85 24,7 20,9 12,9 41,5

85 °C’de 1s1l islem goren BLG ikincil yap1 sayilarinda artis goriilmistiir. Bu durumun

YCE ilavesi, denatiirasyon
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diisiiniilmiistiir. Hem artan 1s1l islem hem de artan YCE konsantrasyonu benzer etkiler
yapip bozunmay1 destekleyecek yonde etkide bulunmustur. Ayni durum 65 °C ve 1si1l
islem uygulanmamis orneklerinde net olarak goriilememistir. Ancak sonuglar gézden
gecirildiginde ikincil yap1 elementlerinin YCE ilavesi ile ¢ok énemli 6l¢iide degismedigi
gozlemlenmistir. Literatlirde Farkli sicaklik ve farkl siirelerde BLG iizerine uygulanan
1s1l iglemlerle uzak goriinlir bolge c¢alismalart yapilmis ve literatiir sonuglart tez

kapsaminda yapilan ¢alisma sonuglariyla paralellik gostermistir.

Yapilan bir ¢alismada serum proteinlerinin seyreltik ¢ozeltileri, 40 ila 94 °C arasindaki
sicakliklarda 10 dakika boyunca fosfat tamponunda isitilmis, sogutulmus ve uzak UV
dairesel dikroizm (CD) kullanilarak analiz edilmistir. Uzak UV sonuglart, 1s1l islemin bir
sonucu olarak bazi kiiciik degisiklikler gostermistir. Bu sonuglar, serum proteinlerinin
(dogal benzeri monomerden katlanmamis monomere) 1siyla indiiklenen
agregasyonundaki ilk tersinmez agsamanin, Trp19 ortaminin kiralitesini degistirdigini ve

proteinin ikincil yapisini degistirdigini gostermistir [46].

Yapilan bagka bir ¢alismada konsantre BLG ¢dzeltilerinin (55 mg mL 1, pH 6.8) 85 °C'de
1 ila 15 dakika 1sitilmasiyla olusturulan agregalarin kopiirme o6zellikleri Uzerindeki
etkileri aragtirllmigtir. Yapisal Ozellikler (boyut ve molekiiler konformasyon),
hidrofobiklik ve protein agregatlarinin orani incelenmistir. BLG ¢6zeltilerinin 85 °C'de
isitmanin uzak goriiniir bolge spektrumlarr lizerindeki etkileri incelenmis ve CD
spektrumlarinin analizi yapilmistir. a -heliks ve B-zincir bir azalma ve 1sitma siiresi ile

rastgele sarmal yap1 konformasyonunda bir artis géstermistir [53].

Yapilan bir bagka ¢alismada da epigallokatesin gallat (EGCG) ve B-laktoglobulin (BLG)
arasindaki 25-121 °C'de 1s1l islemler altinda etkilesim ve antioksidan kapasite
arastirilmistir. a-Heliks ve PB-Tabaka iceriginde 6nemli azalmalar ve dongilerde ve

rastgele sarmal yapilardaki artis, BLG’nin 1s1 kaynakli agilmasina baglanmistir [48].

BLG-KCN etkilesiminin daha iyi analiz edilebilmesi i¢in yakin goriiniir bolge analizleri

yorumlanmasinin daha dogru olabilecegi diistiniilm{istir.

Bir proteinin yakin goriiniir bolge spektrumu aromatik amino asitler Phe, Tyr ve Trp'nin
rijiditesini (esnek olmama) izlemek igin kullanilabilir ve bu nedenle proteinin ti¢iinciil
yapisini temsil eder. [49] BLG i¢in, 293 nm tepe noktasinin Trp kalintilarina ait oldugu,
285 nm'nin Tyr'e ve Trp katkisina ve 270 nm'nin altindaki tepe noktalarinin Phe'ye ait

oldugu ortaya konmustur [50]. BLG'de iki Trp, 4 Tyr ve 4 Phe bulunur [51] ve ayirt edici

34



UV bantlar1 Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15° de verilmistir. Orneklerdeki

yiiksek fenolik derigimi 6l¢timlerde problem yarattigindan yakin goriiniir bolge i¢in, 500

ppm YCE iceren 6rneklere ait sonuglar grafige yansitilamamustir.

Ovallik Derecesi (mdeg)

Sekil 4.10. Farkli 1s1] islem normlart uygulanmis (1s1l ilem uygulanmamis, 65°C/30Dk,
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Sekil 4.11. Farkli 1s1l iglem normlari uygulanmis (is1l ilem uygulanmamis, 65°C/30DK,
85°C/30 dk) BLG(100uM)-YCE(100ppm) kompleksine ait yakin goriiniir bolge CD
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Sekil 4.12. Farkli 1s1] islem normlart uygulanmis (1s1l ilem uygulanmamis, 65°C/30Dk,

85°C/30 dk) BLG(50uM)-KCN(50uM) kompleksine ait yakin goriiniir bolge CD

spektrumlari
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Sekil 4.13. Farkli 1s1l iglem normlart uygulanmis (1s1l ilem uygulanmamis, 65°C/30DK,
85°C/30 dk) BLG50uM)-KCN(50uM)-YCE(100ppm) kompleksine ait yakin goriiniir
bolge CD spektrumlari

Olgiim sonuglarina bakildiginda iigiinciil yap: degisiklikleri icin Trpl9 bdlgesindeki
negatif tepeleri dikkate alinmistir. Trp19 absorbansi ile {igiinciil yapidaki degisikligin en
fazla gozlendigi alan hem sicaklik hem YCE etkisi ile 85°C ile ¢alisilan 6rnek olup daha

sonra sirastyla 65°C ve 1s1l islem uygulanmamus siit 6rnekleri olmustur.

BLG’in KCN ilavesi ile yakin goriiniir bolgede spektrumu 85°C' de sicakligin da
etkisiyle degismis ve Cysl2l'deki serbest sulfidril kalintisnin agiga c¢iktig

diistiniilmiistiir. Bu durumun, molekiiller arasi disiilfid bag1 yoluyla BLG molekullerini
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polimerize edecek olan molekiiller arasi disiilfid/siilthidril degisim reaksiyonlarini

tetiklemis olabilecegi diigiiniilmektedir [52].

Yakin UV CD spektrumlarinin analizi, esas olarak aromatik amino asitlerin ortamindaki
kisitli asimetriler nedeniyle proteinlerin {igiinclil yapisim1 karakterize etmek igin
kullanimistir. BLG'nin CD spektrumundaki 285 ve 290 nm'de eliptikligin iki negatif tepe
noktas1 esas olarak Trpl9 absorbansindan kaynaklanmaktadir. Bu iki negatif tepe,
Trpl9'un BLG molekiiliiniin kaliksindeki yapisal degisiklikleri yansitan 85°C' de 1sitma

islemi ile yogunluklarini azaltmistir.

BLG ¢ozeltilerinin protein agregatlarinin mevcudiyeti nedeniyle 15 dakikadan daha uzun
1sitma siireleri i¢in bulanik hale geldigi literatiirdeki ¢aligmalarla belirlenmistir. Tez
kapsaminda yapilan denemelerde 30 dakika 1s1l islem uygulandigindan spektrofotometrik

olarak yapilarin belirlenmesinin gii¢ oldugu diistiniilmiistiir [53].

Yakin UV spektrum ile yapilan bir calismada BLG 85°C’ de farkli 1s1l islem stireleri
uygulanarak kopiirme 6zellikleri incelemistir. 85°C' de 1sitma islemi 6zellikle 3 dakika

ile 5 dakika 1sitma arasinda major bir degisiklik fark edilmistir.

Protein agregatlarinin mevcudiyeti nedeniyle BLG ¢ozeltilerinin 15 dakikadan daha uzun
1sitma siireleri i¢in bulanik hale geldigi not edilmistir. Bu kosullarda, spektrofotometrik

belirlemelerde zorluklar yasanabilecegi belirtilmistir [53].

Her iki ¢aligma sonucunda da 6zellikle 85°C’de uygulanan 1sil islemin hem ikincil hem
tictinciil yap1 degisiklikleri tizerine etkisi gézlemlenebilmistir. YCE ile etkilesimin agikca
ortaya koydugu farklilik 6zellikle 85°C’de BLG-KCN etkilesimleri varliginda yakin
gorundr bolge ¢alismalarinda gozlemlenmis ve YCE etkisinin her iki 1s1l islem formunda

da ticiinciil yap1 degisikliklerine neden oldugu gézlemlenebilmistir.

4.4. Poliakrilamid Jel Elektroforezi Analizi (Native Page)

Isil islem sonucu olasilikla olusabilecek BLG denatiirasyonu ve agregatlari ile KCN
etkilesimlerinin olusturdugu olusumlara, yesil ¢ay fenoliklerinin etkisini belirlemek

amaci ile native page analizi yapilmistir.

4.4.1. Sut Orneklerinin Native Page Analizi

Cig siit, 65°C/30dkK 1s1l islem uygulanmis siit ve 85 °C/30dK 1s1l islem uygulanmis siit
ornekleri YCE ilavesi olmadan ve 1000 ppm Y CE ilavesinin ardindan Native-PAGE ile

analiz edilmistir.
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Sekil 4.14. Sut Orneklerinin Native PAGE goruntiisii (1: RC, 2: RY, 3: 65C 4: 65Y, 5:
85C , 6: 85Y)

70 °C ve lizeri sicakliklarda minimum 30 dakika 1s1l islem uygulandigr durumda BLG
denatiire olur ve KCN ile etkilesim i¢ine girer [13]. Isil islemin siit proteinleri arasindaki
bu etkilesimlere etkisi Sekil 4.16’da 1s1l islem gormiis orneklerde kuyudan giremeyen
biiyiik protein komplekslerinin varligi ile gozlemlenebilmistir. Bu komplekslerin biiyiik
olasilikla CN-BLG etkilesimleri sonucu olusan biiyiik yapilar oldugu diisiiniilmektedir.
Cig siit icin, YCE ilavesinin CN fraksiyonlarinin bant yogunluguna 6nemli bir etkisi
olmadigi belirlenmistir. Ancak YCE ilavesinin ardindan 1si1l islem uygulanmis siit
orneklerinde KCN bant genisliginin kontrol o6rneklere gore bir miktar azaldigi
gorilmektedir. KCN’e benzer sekilde, a-CN ve 3-CN bant yogunluklarinin da 1s1l iglem
gbérmiis 6rneklerde daha diisiik seviyede oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira, 6zellikle
85°C /30 dk 1s1l islem gormiis 6rneklerde YCE fenoliklerinin varliginin, biiylik protein
komplekslerinin olusumunu artirabilecegi, 6rnek kuyusundan giremeyen biiyiik yapilarin
artmis olmasi nedeni ile diisiiniilmektedir. 85C ve 85Y orneklerinde siitte bulunan temel
serum protein olan BLG’in tamamen denatiire oldugu da gozlemlenebilmektedir. 65C ve

65Y oOrnekleri incelendiginde BLG bantlarinin  gozlemlenmesi bu sicaklikta
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denatiirasyonun 6nemli seviyede olmadigin1 gostermektedir. Ancak 65Y Orneklerinde
g6zlemlenen native BLG bant yogunlugunun 65C 6rnegine kiyasla daha diisiik seviyede
olmasi, YCE fenolikleri ile BLG’nin etkilesime girip daha biiyiikk yapilar

olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

Literatiirde, 1s1l islem derecesi arttikga BLG’de gerceklesen konformasyonal degisimler
ile, YCE fenoliklerinin BLG’ye baglanma affinitesinin arttigini rapor eden c¢aligmalar
mevcuttur [48]. Mevcut ¢alisma kapsaminda da YCE fenoliklerinin BLG ve BLG-KCN

kompleksi ile etkilesiminin BLG nin artan denatiirasyon derecesi ile arttig1 belirlenmistir.
4.4.2. Model Sistemlerde BLG ve KCN etkilesimlerinin Native Page ile Belirlenmesi

Sut orneklerinde YCE ilavesi ve 1s1l islem etkisi ile goriilen degisimleri agiklayabilmek
adina, siit Orneklerinin ardindan model sistemlerde elektroforez uygulamalar
yiiriitilmiistiir.  Oncelikle sadece BLG iceren model sistemlerde analizler
gerceklestirilmis, ardindan BLG-KCN karisimi1 i¢ceren model sistemler kullanilarak 1sil
islem ve YCE ilavesinin bu iki protein arasindaki etkilesimlere etkisi belirlenmeye

calisiimustir.

Analizlerde kullanilan 6rneklerdeki son BLG derisimi 1 mg/ml iken YCE derisimi ise
250 ppm olacak sekilde ayarlanmistir. BLG-KCN komplekslerinde ise BLG:KCN orant

1:1 olacak sekilde ayarlanmistir.

Is1l islem uygulanmamis BLG, 65°C/30dk 1s1l islem uygulanmis BLG ve 85 °C/30dKk 1s1l
islem uygulanmig BLG ve bunlarin 1s1l islem 6ncesinde YCE eklenmis halleri (500 ve

1000 ppm i¢in ayr1 ayri) ile analiz yapilmistir ve Sekil 4.15° deki goriintii elde edilmistir.
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Sekil 4.15. Model Sistemlerde BLG’e ait Native PAGE gorintUsi

(1: Native BLG , 2: 65°C BLG, 3: 85 °C BLG, 4: Native BLG + 500ppm YCE, 5: 65°C
BLG+ 500ppm YCE, 6: 65 °C BLG + 500ppm YCE, 7: Native BLG + 1000ppm YCE,
8: 65 °C BLG + 1000ppm YCE, 9: 85 °C BLG + 1000ppm YCE)

Native-PAGE analizinin yiiridigi pH degeri olan pH 8.9’da BLG nin normalde dimer
olan yapisinin  monomerlerine  ayrildigi  belirtilmistir  [12]. Bu nedenle
elektroforetogramda 1s1l islem gérmemis BLG icin gézlemlenen bant gorlntiusi BLG
monomerine ait gorinttdur. Model BLG sistemlerine 1s1l islemin etkisi incelendiginde,
65°C’de 30 dk 1s1] isleme maruz birakilan 6rneklerdeki BLG bant goriintiisiiniin, 1s1l iglem
gormemis BLG ile ayn1 oldugu goriilmektedir. Boylelikle, belirtilen 1s1l islem normunun
BLG iizerinde 6nemli bir denatiirasyona neden olmadig1 gosterilmistir. Bu durumun
aksine 85°C’de 30 dk 1sil islem gormiis BLG Orneklerinde native BLG bandinin
neredeyse kayboldugu ve daha biiyiikk molekiil agirligina sahip dimer ve oligomerlerin
olustugu gozlemlenmistir. Bu veriler literatiirde yapilan BLG’in model sistem ¢alismasi
ile uyum igindedir. Yapilan ¢alismada BLG’nin 70 °C sicakligin iizerinde denatlirasyona
ugradigi belirtilmistir [12]. Ayrica bu sonuglar tez caligmasi kapsaminda yapilan sut

ornekleri ile yapilan Native-PAGE uygulamasi ile de paralellik gostermektedir.

YCE ilavesinin 1s1] islem gérmemis BLG orneklerinde onemli bir etki gostermedigi,
gozlemlenen benzer bant yogunluklari nedeni ile diisiiniilmektedir. Buna karsin, 65°C’de
30 dk 1si1l islem uygulanan BLG orneklerinin bant profilinde Snemli degisimler
gozlemlenmistir. 500 ppm YCE ilavesi sonrast 65°C’de 30 dk ve 85°C’de 30 dk

uygulanan 1s1l islem sonucunda native BLG monomeri bant genisliginde 6nemli bir

40

BLG dimer ve

oligomerleri

Native
BLG



azalma gozlemlenmistir. S6zii edilen 6rneklerde monomer bant genisliginin azalmasina
karsin daha bulanik ve genis bir alana yayilan bant goriintiisiiniin, BLG ile YCE
fenoliklerinin olusturdugu komplekslerden kaynaklandigr diisniilmektedir. Isil islem
gormiis 6rneklerde YCE derisimi de bant profilini etkilemis olmasina ragmen, baglanma
karakteristiklerini yorumlamak bu ydntemle mimkin olmamakta ve ileri analizler
gerektirmektedir. 85°C’de 30 dk 1sil islem uygulanmis YCE igermeyen orneklerde
g6zlemlenen dimer ve oligomer olusumlarinin, 500 ppm ve 1000 ppm YCE ilavesi ile
kayboldugu, bunun yerine daha genis bir alanda daha silik bir sekilde dagildig
goriilmektedir. Bu durum denatiire BLG ile fenolik etkilsimlerinin BLG’nin 1s1l islem ile
indiiklenen polimerlesmesine YCE’nin Onemli oranda etki ettigini gostermektedir.
Sicaklik arttikca denatiirasyona bagli olarak BLG’e ait dimerler ve oligomerlerin

olustugu literatiirde belirtilmistir [13], bu etki jel gérintiisunde de gorilebilmektedir

BLG ve KCN arasindaki 1sil islem kaynakli etkilesimlere YCE fenoliklerinin
belirlenebilmesi amaci ile yirtitiilen Native-PAGE sonucu elde edilen jel goriintiisii Sekil
4.16°’de goriilmektedir. Bu amagla mode BLG denemelerindeki ayni sicaklik
uygulamalar1 ve YCE ilavesi BLG-KCN kompleksi i¢in uygulanmustir.

/v Jele giremeyen

protein
KCN

kompleksleri
BLG

Sekil 4.16. Model Sistemlerde BLG ve KCN kompleksine ait Native PAGE goéruntusu
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(1: 181l islem uygulanmamig BLG +KCN, 2: 65°C 1s1l ilem uygulanmigs BLG +KCN, 3:
85 °C 1s1l ilem uygulanmig BLG +KCN, 4: 1s1l islem uygulanmamis BLG +KCN +
500ppm YCE, 5: 65°C 1s1l ilem uygulanmig BLG +KCN + 500ppm YCE, 6: 65 °C 1s1l
ilem uygulanmis BLG +KCN + 500ppm YCE, 7: 1s1l islem uygulanmamis BLG +KCN
1000ppm YCE, 8: 65°C 1s1l ilem uygulanmis BLG +KCN + 1000ppm YCE, 9: 85 °C 1s1l
ilem uygulanmig BLG +KCN 1000ppm YCE)

BLG-KCN model sistemlerde 1s1l islemin BLG {izerine etkisi saf BLG model sistemler
ile benzer oldugu goriilmistiir. 85°C’de uygulanan 1s1l islem sonrasinda native BLG
monomerleri neredeyse tamamen denatiire olmus ve daha kompleks yapilarin olusumuna
yol agmustir. BLG ve KCN arasindaki etkilesimler sonucu olasilikla olusan BLG-KCN
yapilari, 6rnek kuyularindan jele girmekte zorlanan ve jelin en istiinde bulunan bant
goriintiileri olarak degerlendirilmistir. Bu komplekslerin 65°C’de uygulanan 1s1l islem ile
de varligiin gézlemlenebildigi, ancak daha belirgin olarak 85°C’de uygulanan 1si1l islem
sonrast olustugu gozlemlenebilmektedir. Her iki proteinin de (KCN ve BLG) bant
genisligindeki azalmaya paralel olarak jelin iist kisminda bu iki proteinin etkilesimi ile
olusan bantlarin varligi 1s1l islem ile indiikklenen BLG-KCN interaksiyonlarini isaret
etmektedir. Benzer sonuclar Cho ve ark [12] tarafindan da rapor edilmis ve artan 1s1l islem
ile BLG-KCN kompleksine ait biiyiik protein yapilarin olusumunun da arttig
belirtilmistir. Isil islem gdrmemis 6rneklerde BLG bant profili ve yogunlugu benzer
gozlemlenmisken, KCN’e ait bantlarda bir miktar siliklesme ve daha genis bir alana
yayllma oldugu gozlenmektedir. Bu durumun YCE fenolikleri ile etkilesim sonucu
KCN’de meydana gelen yapisal degisimleri isaret ettigi diistiniilmektedir. YCE ilavesinin
ardindan 65°C ve 85°C’de 30 dk 1si1l islem gérmiis 6rneklerde, BLG monomerine ait
bandin kayboldugu ancak ayni bolgede daha silik ve siiriintiilii bir bant yogunlugu oldugu
goriilmektedir. YCE ilave edilmemis orneklerde 1s1l islem ile ortaya ¢ikan BLG-KCN
komplekslerinin, YCE ilave edilmis 6rneklerde goriilmemesi ya da ¢ok diisiik yogunlukta
goriilmesi, fenolik bilesiklerin siit proteinleri ve de 6zellikle BLG ile etkilesiminin BLG-

KCN kompleks olusumunu maskeledigi diisiincesini dogurmustur.

4.5. Tekstur Analizi

Mevcut tez calismasi kapsaminda hazirlanan rennet jellerine ait Sertlik(Hardness)

parametresi degerleri Tekstur Profil Analizi (TPA) cihazi ile belirlenmistir. Sertlik degeri

42



urinde belli bir deformasyon yaratmak uUzere uygulanan kuvvet (N) seklinde
gosterilmektedir.

Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda rennet ile farkli 1s1l islem normlar1 ve YCE ilavesi ile
elde edilen siit 6rneklerinden rennet ile koagiilasyon sonucu peynir jelleri hazirlanmigtir
Elde edilen peynir jelleri TPA cihazi ile analiz edilerek Hardness (sertlik) parametresi

0zelinde incelenmis ve degerler Sekil 4.17°da belirtilmistir.
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Sekil 4.17: Siit Orneklerinden hazirlanan rennet jellerinin sertlik (hardness) degerleri

Hazirlanan peynir jelleri ile yapilan 6l¢iimlerde YCE ilavesinin ¢ig siit ve 65°C 1s1l islem
gormiis jelin sertligi azalmig olup 85°C 1sil islem gdormiis siit ile olusan jelimsi yap1

diizgiin bir jel yapist olmamustir.

Resveratrol ilave edilmis yogurt jeli ile yapilan bir ¢alismada yogurdun depolama siireci
boyunca yapilan tekstiir analizinde sertlik kuvvetleri oOlgilmistir (p>0,05).
Resveratroliin, pihtinin kirllmasi i¢in gereken enerjiyi yiikselttigi bulunmustur. Bu durum
baglanma sonucu jelin flexibilite kazandig: algis1 uyandirmis ancak bu sonug agik bir

bi¢imde kanitlanamamuistir [54].

Kuru maddesi arttirilmis yogurt ornekleri ile yesil cay flavanoidleri ile yapilan bir
calismada ise, 1s1l islem Oncesi ve sonrasi flavanoid eklenmesini karsilastirmak iizere
depolama sureleri boyunca sertlik parametresi incelenmek (izere tekstir analizi
yapilmistir. Kuru madde artisina bagli protein miktarindaki artis, tiriinii daha siki bir ag
yapiya gotiirmektedir. Ancak 1sil igslem Oncesi eklenen flavanoid bulunan 6rnegin

hardness degerlerinin, 1s1l islem sonrasi eklenen flavanoid 6rnegininkinden daha yiiksek
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oldugu tespit edilmistir. Bunun nedeninin, 1s1l islem sonras1 eklenen flavanoidlerin, 6nce
eklenmesindeki gibi diizenli ve yiiksek miktarda bir baglanma saglayamamasi oldugu
diisiiniilmiis Is1l islem ile proteinlerde meydana gelen degisimler sonucu baglanmadaki
degisimin net olarak agiklanamamasi verilerdeki bu sapmalarin agiklanmasina da olanak

vermemistir [55].

Yapilan bir baska calismada 77°C, 82°C veya 87°C'de 26 saniye pastorize edilmis siitten
tiretilmis ve 360 gln olgunlasma siiresi olan peynir olgunlasma siiresi boyunca analiz
edilmistir. Artan pastorizasyon sicakligi, peynirlerin kirilma stresini, kirtlma gerilmesini

ve sertligini 6nemli Olgilide azalttig1 gozlemlenmistir [56].

Bu tez kapsaminda yapilan calismada diger calismalardan farkli olarak. degisen
parametrelerden biri olan 1s1l igslemin farki ortaya konmaktadir. Native Page analizinde
YCE ilave edilmemis orneklerde 1s1l islem ile ortaya ¢ikan BLG-KCN komplekslerinin,
YCE ilave edilmis 6rneklerde goriillmemesi ya da ¢ok diisiikk yogunlukta goriilmesi,
fenolik bilesiklerin siit proteinleri ve de ozellikle BLG ile etkilesiminin BLG-KCN
kompleks olusumunu maskeledigi diisiiniilmiistiir. Literatiirdeki baz1 ¢aligmalar [55] [54]
fernolik bilesiklerin piht1 sertligini arttirdig1 yoniinde sonuglara ulasmigtir ancak bu tez
kapsaminda ortaya ¢ikan sonuglarda YCE’ nin bu etkisi goriillememistir. Bunun sebebinin
1s11 iglemin piht1 sertligini azaltmasi yoniindeki etkisi oldugu diisiiniilmiistiir. Ozetle
BLG-KCN goriintiisii Native Pagede YCE tarafindan maskelenirken, YCE’ nin piht1
sertligine etkisi bu denemede 1s1l islem tarafindan maskelenmistir. Bu sonug yine 1sil

islem kullanilarak yapilan ¢alisma ile de paralellik gostermistir [56].

4.6. Su Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Sirasiyla 1s1l islem uygulanmamus siitten elde edilmis peynir jeli, 65°C/30dk 1s1l islem
uygulanmis siitten elde edilmis peynir jeli ve 85 °C/30dK 1s1l islem uygulanmis siitten
elde edilmis peynir jeli ve bunlarin YCE eklenmis halleri ile siitten elde edilmis peynir

jeli ile su tutma analizleri yapilmistir ve sonuglar Sekil 4.18°de belirtilmistir.
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Sekil 4.18. Siit Orneklerinden hazirlanan rennet jellerinin su tutma kapasiteleri

Su tutma kapasitesi olusan jelin zayiflig1 ile birebir ilintili bir parametredir. Su tutma

kapasitesi fazla olan jel yapisal olarak daha zayif ve yumusak olur [55].

85°C 1s1l islem uygulanmus siit ile hazirlanan jel 6rneklerinin diger 6rneklere gore oldukca
yiiksek su tutuma kapasitesi oldugu goriilmiistiir. Isil islem ile gozlenen bu fark benzer
olarak her bir 6rnek icin YCE ilavesi olan 6rneklerde de goriilmiistiir (p<0,05). YCE

ilaveli 6rnekler su tutma kapasitesi yliksek olan jel olusumuna neden olmustur.

Resveratrol ilave edilmis yogurt jeli ile yapilan ¢alismada resveratrol eklenmesinin,
proteinlerle olan etkilesimleriyle giiglii bir yap1 olusturarak su tutma kapasitesini

arttiracag diisiiniilmiistiir. Ancak 6nemli diizeyde degistirmedigi gdzlenmistir [54].

Kuru maddesi arttirilmis yogurt ornekleri ile yesil cay flavanoidleri ile yapilan bir
calismada, 1s1l iglem Oncesi ve sonrast flavanoid eklenmesini karsilastirmak iizere
depolama siireleri boyunca su tutma kapasitesi incelenmistir. Flavanoid eklenmesinin,
proteinlerle olan etkilesimleriylele gii¢lii bir yapi olusturarak su tutma kapasitesini
arttiracagl distiniilmistiir. Analiz sonuclart bunun dogrulugunu ortaya koymustur. Su
tutma kapasitesi agisindan her kuru madde iceriginde 1s1l islem sonrasi flavanoid eklenen
ornekler ile kontrol 6rnekleri arasinda onemli olmamakla birlikte az bir farklilik oldugu

gbzlenmistir [55].

Literatlirde yapilan sonuglari ¢elisen bu iki farkli ¢alismaya destek olacagi diistiniilen bu
tez kapsaminda hem 1s1l islemin su tutma kapasitesine direkt etki eden parametre oldugu

sOylenebilmektedir. Tekstiir analizinde yapilan ¢ikarimdan yola ¢ikilarak YCE’nin su
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tutma kapasitesine etkisinin bu denemede 1si1l islem tarafindan maskelendigi

distiniilmistiir.
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5. YORUM

Yapilan tez kapsaminda, farkli 1s1l islem normlarinda farkli derecelerde denatiirasyonu
hedeflenen BLG ile KCN etkilesimleri ve bu etkilesimlerin polifenol-protein
etkilesimlerinden hangi yonde etkilenecegi belirlenmeye calisilmistir. Bu anlamda, 1s1l
islem gormiis ve ¢ig siitten elde edilen rennet jellerinde yesil ¢ay polifenollerinin

koagulasyon surecine etkisi ve bu etkinin 1s1l islem ile iliskisi degerlendirilmistir.

YCE ilavesinin situn rennet ile koagtlasyon siirecine etkisi analizi sonucunda rennet ile
koagulasyon surecinin toplam siiresinin YCE ilavesi ile arttigi, yani siireglerin YCE
ilavesi ile yavagladigi gozlemlenmistir. YCE ve 1s1l islemin kombine -etkisine
bakildiginda 1s1l islemin tek basina faz siirelerini 6nemli 6lgiide etkilemedigi ancak faz

stirelerindeki degisikligin YCE ilavesine bagli oldugu diistintilmiistiir

YCE ilavesinin kazeinomakropeptit (KMP) olusumuna etkisi incelendiginde ise
koagiilasyon denemelerinde YCE ilavesi ile CN’le fenoliklerin etkilesime girerek
kimozinin substratina ulasmasin1 zorlastirabilecegi diisiiniilmiisken bu etki KMP
denemelerinde goriilmemis ancak BLG ile KCN etkilesimlerinin 6zellikle 85°C/30 dk
151l islem gormiis siit 6rneklerindeki KMP olusum hizinin yavaslamasinda etkili oldugu

distintilmiistiir.

Dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi ile yapilan deneme sonuglarinda 85 °C ‘de BLG
yapist dentiire olarak farkli ikincil yapi1 sayilarinda artig goriilmiistiir. Hem artan 1s1l islem
hem de artan YCE konsantrasyonu benzer etkiler yapitigi goriilmiistiir. Uzak gorinur
bolge gerceklestirilen CD 6lglmleri sonucu elde edilen veriler, ikincil yap1 elementlerinin
YCE ilavesi ile ¢ok oOnemli oOlclide degistirmedigini gostermistir. BLG-KCN
sistemlerinde degisikligin en fazla gozlendigi alan hem sicaklik hem YCE etkisi ile
85°C/30 dk 1s1l islem uygulanmisg 6rnek olup diger iki ornekte (65°C/30 dk 1sil islem
uygulanmig  ve 1si1l islem uygulanmamis siit Ornekleri) Onemli bi fark
gbzlemlenememistir. (p>0,05). Yakin goriiniir bolge Sl¢lim sonuglarina bakildiginda
ticiinciil yap1 degisiklikleri i¢in Trp19 bolgesindeki negatif tepeleri dikkate alinmistir.
Trp19 absorbansi ile ligiinciil yapidaki degisikligin en fazla gézlendigi alan hem sicaklik
hem YCE etkisi ile 85°C ile calisilan 6rnek olup daha sonra sirasiyla 65°C ve 1s1l islem
uygulanmamig siit ornekleri olmustur. YCE ile etkilesimin agik¢a ortaya koydugu

farklilik ozellikle 85°C’de BLG-KCN etkilesimleri varliginda yakin gorunir bolge

47



calismalarinda gozlemlenmis ve YCE etkisinin her iki 1s1l islem formunda da {i¢iinciil

yapt degisikliklerine neden oldugu gézlemlenebilmistir.

Native- PAGE c¢alismasinda YCE fenoliklerinin BLG ve BLG-KCN kompleksi ile

etkilesiminin BLG nin artan denatiirasyon derecesi ile arttig1 belirlenmistir.

Denatiire BLG ile fenolik etkilsimlerinin BLG’nin 1s1l iglem ile indiiklenen

polimerlesmesine YCE’nin 6nemli oranda etki ettigini gostermektedir.

BLG-KCN model sistemlerde 1s1l islemin BLG {izerine etkisi saf BLG model sistemler
ile benzer oldugu goriilmiistiir. YCE ilavesinin ardindan 65°C 30 dk ve 85°C’de 30 dk
151l iglem gormiis Orneklerde, BLG monomerine ait bandin kayboldugu ancak ayni

bolgede daha silik ve siiriintiilii bir bant yogunlugu oldugu goriilmektedir.

Tekstur analizinde olusturulan jel ile yapilan 6lgiimlerde YCE ilavesinin ¢ig siit ve 65°C
1s1l islem gormiis jelin sertligi azalmis olup 85 °C 1s1l islem gormiis siit ile olusan jelimsi
yapida rennet jeli sikiligina ulasilamamistir bu sebeple yorumlanmasi dogru
olmayacaktir. Cig Siit ve 65 °C/30dk 1s1] islem gormiis siitle yapilan jellerde ise sertligin
azalmasini etkileyen parametre YCE ilavesi degil degil 1sil islem olmustur. Tekstir
analizinde yapilan ¢ikarimdan yola ¢ikilarak YCE’ nin su tutma kapasitesine etkisinin bu

denemede 1s1l islem tarafindan maskelendigi diistiniilmiistiir.

Tez kapsamindaki tlim analiz sonuglar1 gozden gecirildiginde yapilan analizlerde 1s1l
islemin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan BLG- KCN etkilesimleri tizerine YCE ilavesinin
etkisi oldugu agik bir sekilde ortaya konmustur. Bu etki BLG denatiirasyonu ile beraber
BLG-KCN etkilesimlerinin kimozinin substratina ulagmasini zorlastirabilecegi ile paralel
olarak YCE ilavesi ile de CN’le fenoliklerin etkilesime girerek kimozinin substratina
ulagsmasin1  zorlastiracak sekilde olmustur. BLG denatirasyonunu YCE etkisi
belirginlestirmistir. Native PAGE analizlerinde 1s1l islem ile olusan biiyiik agregatlarin
YCE varliginda olusmadigi goriilmiis ve YCE’nin protein-protein etkilesimlerine bu
yonde etkisi oldugu gozlemlenmistir. Isil islem ve YCE ilavesinin 6zellikle BLG’{in
denatiire oldugu sicaklik normlarinda peynir jellerinin 6zelliklerini degistirecegi kanisina

varilmistir.

Gidalarin protein bileseninin biyoaktif bilesenlerin tasiyici olarak kullanimi, herhangi bir
duyusal olumsuzluga yol agmaksizin, bu bilesiklerin bagirsaklara tasinimini hedefleyen

fonksiyonel gidalarin iiretimi giindemdedir. Bu anlamda, siit iirlinleri hem yiiksek
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besleyici degeri hem de tiiketim miktarlari dikkate alindiginda 6nem tagimaktadir. Cesitli
stit Urtinlerinin fenolik bilesikler ya da ekstraklar ile zenginlestirilerek iiretilmesi
konusunda ¢esitli ¢calismalar literatiirde yer almaktadir. Ancak bu ¢alismalarin ¢ogunun,
elde edilen fonksiyonel iiriinde fenolik bilesiklerin biyolojik aktiviteleri iizerine
yogunlastig1r goriilmektedir. Proses sirasinda karsilagilabilecek problemleri dnceden
gormek ve proses sartlarini optimize etmek amaci ile siire¢ boyunca fenolik bilesiklerin
gidalardaki makromolekiiller ile etkilesiminin belirlenmesi elzemdir. Bu tez calismasi ile
fenolik bilesiklerin, 1s1l islem ile indiiklenen protein-protein etkilesimlerini nasil
yonlendirdigi belirlenmis ve fonksiyonel peynir liretiminde optimize edilmesi gereken

islem basamaklarinin belirlenebilecegi diisiiniilm{istiir.

Tez g¢alismasi sonucu elde edilen verilerin, yogun olarak caligilan protein-fenolik
etkilesimleri ve fonksiyonel siit iiriinleri tiretiminde karsilagilabilecek sonuglara dair
literatiire 0onemli katkilar saglayacagi diisiiniilmektedir. Literatiir katkisinin yani sira
yapilan calismalar sonucunda elde edilen bulgularin 6zellikle 1s1l islem uygulanacak
fonksiyonel siit {iriinleri liretimine 6nemli katki saglayacagi diisliniilmektedir. Bunun
sebebi 6zellikle site ilave edilen polifenollerin siite uygulanacak olan 1sil iglemlerle
etkisinin ne yonde olacag bu tez kapsaminda ortaya konmustur. Uriin tasariminda
ozellikle 1s1l islem normlarina karar verirken polifenol-protein ya da protein-protein
etkilesimlerinin son {iirlinde hangi sonuglara yol agabilecegine 151k tutan bu ¢alismanin

yeni {liriin tasarim ¢alismalarina katkida bulunmasi diistintilmektedir.

Bu ¢alisma sonrasinda ozellikle farkli sicaklik normlarinda farkli polifenoller ve siit
proteinleri ile yapilan calismalar  gesitlendirilebilir.  Ozellikle  baglanma
karakteristiklerinin 1s1l islem ile ne sekilde degistigi matematiksel ¢caligmalarla sayisal bir
sekilde ortaya konmasi Onerilmektedir. Ayni zamanda YCE ilavesiin antioksidan
aktiviteyi 1s1l islem varliginda ne yonde degistirecegi arastirilmali ve net sonuglarla ortaya
konulmalidir. Bu ¢alismalar sonucunda fonksiyonel siit iiriinleri tiretiminde polifenoliin

eklenmesinin olumlu yanlar1 ortaya koyulmalidir.
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EKLER

EK 1 —Kullanilan Siit 6rneklerinin Genel Bilesimi

pH SH Protein yag Yagsiz kuru
(g/L) madde (%)
Cig siit 6.48+0.04 | 6.96+0.32 | 34.6+2.8 | 3.7+0.1 | 8.46+0.32
65C/30  dk 1s1l | 6.52+0.04 | 6.52+0.20 | 33.6+3.2 | 3.5+0.2 | 8.32+0.26
islem gormiis stit
85C/30 dk 1s11 | 6.58+0.05 | 6.40+0.28 | 32.8+1.8 | 3.4+0.2 | 8.28+0.45
islem gormiis stit

EK 2 —Kullanilan Yesil Cay Ekstraktimin Fenolik icerigi (1000 ppm derisimde

hazirlanan YCE’de bulunan flavonoid derisimleri)

Flavonoid | C EC ECG EGC |CG EGCG | GCG | TOPLAM
Derisim 20.3 82.2 68.0 49.6 10.2 2035 |59 439.7
(mg/L)

% 4.6 18.7 15.5 11.3 2.3 46.3 1.3 100
Flavonoid
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EK 6 - Tez Galigmasi Orjinallik Raporu
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