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ÖZET 

 

YEŞİL ÇAY POLİFENOLLERİNİN KAZEİN ILE β- LAKTOGLOBULİN 

ETKİLEŞİMLERİ ÜZERİNE ETKİSİ 

 

Seral KÖSEOĞLU ASLANDAĞ 

 

 

Yüksek Lisans, Gıda Mühendisliği 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Halil VURAL 

EYLÜL 2021; 59 sayfa 

 

Yapılan tez kapsamında, farklı ısıl işlem normlarında farklı derecelerde denatürasyonu 

hedeflenen Betalaktoglobulin (BLG) ile Kappakazein (KCN) etkileşimleri ve bu 

etkileşimlerin polifenol-protein etkileşimlerinden hangi yönde etkileneceği belirlenmeye 

çalışılmıştır. Bu anlamda, 65 °C/30dk ısıl işlem görmüş, 85 °C/30dk ısıl işlem görmüş ve 

çiğ sütten elde edilen rennet jellerinde yeşil çay polifenollerinin koagülasyon sürecine 

etkisi ve bu etkinin ısıl işlem ile ilişkisi değerlendirilmiştir.  

Yeşil çay ekstraktı (YÇE) ilavesinin sütün rennet ile koagülasyon sürecine etkisi analizi 

sonucunda rennet ile koagülasyon sürecinin toplam süresinin YÇE ilavesi ile arttığı, yani 

süreçlerin YÇE ilavesi ile yavaşladığı gözlemlenmiştir. YÇE ilavesinin 

kazeinomakropeptit (KMP) oluşumuna etkisi incelendiğinde KMP denemelerinde 

görülmemiş ancak  BLG ile KCN etkileşimlerinin özellikle 85°C/30 dk ısıl işlem görmüş 

süt örneklerindeki  KMP oluşum hızının yavaşlamasında etkili olduğu düşünülmüştür.  

Dairesel dikroizm spektroskopisi ile yapılan deneme sonuçlarında 85 °C ‘de BLG yapısı 

denatüre olarak farklı ikincil yapı sayılarında artış görülmüştür. YÇE ile etkileşimin 

açıkça ortaya koyduğu farklılık özellikle 85°C’de BLG-KCN etkileşimleri varlığında 

yakın görünür bölge çalışmalarında gözlemlenmiş ve  YÇE etkisinin her iki ısıl işlem 

formunda da üçüncül yapı değişikliklerine neden olduğu gözlemlenebilmiştir. 
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Native- PAGE çalışmasında YÇE fenoliklerinin BLG ve BLG-KCN kompleksi ile 

etkileşiminin BLG’nin artan denatürasyon derecesi ile arttığı belirlenmiştir. Denatüre 

BLG ile fenolik etkilşimlerinin BLG’nin ısıl işlem ile indüklenen polimerleşmesine 

YÇE’nin önemli oranda etki ettiğini göstermektedir. 

Tekstür analizinde oluşturulan jel ile yapılan ölçümlerde YÇE ilavesinin  çiğ süt ve 65°C 

ısıl işlem görmüş jelin sertliği azalmış olup. Çiğ Süt ve 65 °C/30dk ısıl işlem görmüş sütle 

yapılan jellerde ise sertliğin azalmasını etkileyen parametre YÇE ilavesi değil değil  ısıl 

işlem olmuştur. Tekstür analizinde yapılan çıkarımdan yola çıkılarak YÇE’nin su tutma 

kapasitesine etkisinin bu denemede ısıl işlem tarafından maskelendiği düşünülmüştür. 

Tez kapsamındaki tüm analiz sonuçları gözden geçirildiğinde yapılan analizlerde ısıl 

işlemin bir sonucu olarak ortaya çıkan BLG- KCN etkileşimleri üzerine YÇE ilavesinin 

etkisi olduğu açık bir şekilde ortaya konmuştur. Bu etki BLG denatürasyonu ile beraber 

BLG-KCN etkileşimlerinin kimozinin substratına ulaşmasını zorlaştırabileceği ile paralel 

olarak YÇE ilavesi ile de kazeinle (CN) fenoliklerin etkileşime girerek kimozinin 

substratına ulaşmasını zorlaştıracak şekilde olmuştur. BLG denatürasyonunu YÇE etkisi 

belirginleştirmiştir. Native PAGE analizlerinde ısıl işlem ile oluşan büyük agregatların 

YÇE varlığında oluşmadığı görülmüş ve YÇE’nin protein-protein etkileşimlerine bu 

yönde etkisi olduğu gözlemlenmiştir. Isıl işlem ve YÇE ilavesinin özellikle BLG’ün 

denatüre olduğu sıcaklık normlarında peynir jellerinin özelliklerini değiştireceği kanısına 

varılmıştır. 
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protein etkileşimleri, fonksiyonel gıda  
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LACTOGLOBULIN INTERACTIONS 
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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 YÇE 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. 
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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. GİRİŞ 

Fenolik bileşikler  yaklaşık 4000 yıldır insan diyetinde yer almaya devam etmektedir ve 

insan sağlığı üzerine olumlu etkileri nedeni artan bir ilgi ile araştırılmaya devam 

edilmektedir. Gıda polifenollerinin sağlık üzerine etkilerinin; nörodejeneratif, kalp- 

damar hastalıkları ve kanseri de içeren yaygın kronik hastalıkların kökeniyle 

ilişkilendirilen serbest radikallerin oluşumu ve oksidasyonun önüne geçen, radikal 

sönümlendirici ve antioksidan karakterlerinden kaynaklandığı ortaya konulmaktadır. 

Fenolik bileşiklerin, fonksiyonel gıda üretiminde kullanılması ya da taşıyıcı ajanlar 

vasıtası ile vücuda alımı konusunda çalışmalar giderek yoğunlaşmaktadır. Polifenollerin 

insan vücudundaki metabolizması, biyoyararlanımı ve insan sağlığı üzerine etkilerinin 

giderek artan bir merakla incelenmesinin yanısıra, gıda teknolojisi açısından 

değerlendirildiğinde, bu bileşiklerin kompleks gıda matrisi içindeki etkileşimlerinin 

değerlendirilmesi de önem taşımaktadır. Bu anlamda, gerek besleyici nitelikleri ile 

gerekse de yüksek miktarda tüketilmesi nedeniyle süt ürünlerinin, fenolik bileşikler ile 

zenginleştirilerek üretimi konusunda yapılan çalışmalar önem kazanmaktadır. Bu 

çalışmaların çoğu, polifenol ilavesi ile artan antioksidatif özelliklerin belirlenmesi 

konusunda yoğunlaşmış durumdadır. Ancak bilindiği gibi, polifenollerin başta proteinler 

olmak üzere diğer gıda bileşenleri ile etkileşimi, gıdanın fizikokimyasal, tekstürel ve 

fonksiyonel özelliklerinde değişime yol açabilmektedir.  

Sütte bulunan proteinlerin kolloidal kararlılığını yitirmesi peynir ve süt ürünleri 

üretiminin esas basamağı olarak bilinmektedir.Fenolik bileşikler ile zenginleştirilmiş 

peynir üretiminde proses parametreleri ve son ürün özelliklerini belirlemek için bu 

bileşiklerin koagülasyon sürecine etksinin bilinmesinin önemli olduğu düşünülmektedir. 

Isıl işlem sonucu denatüre olan serum proteinlerinin kazeinler ile etkileşimleri, sütün 

rennet ile koagülasyon sürecini yavaşlattığı ve jel özelliklerini zayıflattığı da 

bilinmektedir.  

Bu tez kapsamında fonksiyonel peynir üretimi amacıyla ham maddeye eklenecek olan 

yeşil çay ekstraktının, polifenol-protein etkileşimleri üzerine yoğunlaşılarak, sütün 

rennetle koagülasyon sürecine ve ısıl işlem ile indüklenen kazein-serum protein 

interaksiyonlarına, serum proteinlerin denatürasyon derecesine bağlı olarak hangi 

düzeyde etki ettiği belirlenmeye çalışılmıştır. 
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Yapılan çalışma ile hem fenolik bileşiklerin peynir üretiminin temeli olan koagülasyon 

aşamasına etkisinin belirlenip fonksiyonel peynir üretimi için karşılaşılabilecek sonuçların 

değerlendirilerek literatürdeki bu eksikliğin giderilmeye çalışılması, hem de ısıl işlem ve serum 

proteinlerin denatürasyon düzeyinin protein-fenolik etkileşimleri ve dolaylı olarak protein-

protein interaksiyonlarına etkisi konusunda literatüre katkıda bulunulması hedeflenmiştir.
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2. GENEL BİLGİLER  

2.1. Süt Proteinleri 

Süt, dişi memeli hayvanlar tarafından yeni doğanın besleme gereksinimini karşılamak 

için salgılanan bir sıvıdır [1]. Süt içeriği yüzdesel olarak şu şekilde gösterilebilir; %87 su, 

%4 yağ %3,5 protein ve % 4,7 laktoz. Sütte bulunan proteinler 2 ana gruptan oluşur; 

kazeinler (αs1 , αs2, β ve ĸ-kazeinler, ) ve serum proteinleri.(β-laktoglobulin (BLG) ve 

α-laktalbumin) [2]. 

 2.1.1. Kazein  

Kazeinler (CN), doğada bulunan globüler ve fibroz yapılarına benzemeyen, serin 

kalıntıları ile esterleşmiş fosfoproteinlerdir. Sütte ortalama 100 nm çapındaki kolloidal 

partiküller şeklinde bulunurlar.[3]. Kazeinler aynı zamanda yoğurt peynir gibi sütten elde 

edilen fermente ürünlerin oluşmasında önemli rol oynamaktadır.  

Çizelge 2.1. Sütte bulunan temel kazein fraksiyonları  
Fraksiyon % ( toplam proteinler 

içindeki % değerleri) 
αs1 –kazein 37 
αs2 –kazein 10 
β-kazein 35 
κ-kazein 12 

 

Yapısında üç tane hidrofobik alan bulunmaktadır. αs2-kazein  karboksil-ucundaki pozitif 

yükler ve amin-ucundaki negatif yükler sebebi ile dipolardır. αs2-kazein en hidrofilik olan 

kazein grubudur. Yüksek fosforilasyon içeriğine ve düşük prolin aminoasiti miktarına 

sahip olup diğerlerine nazaran pH ve iyonik dirence oldukça duyarlıdır. β-kazein, toplam 

kazeinin %30-35’ini oluşturmakla beraber en hidrofobik kazein grubudur. β-kazeinin 

yapısındaki prolin kalıntıları, α-heliks yapının oluşumunu önler. κ-kazein (KCN), 

kolloidal misel yapının korunmasından sorumludur ve sistein içeren tek kazein grubudur. 

Karboksil ucunda karbonhidrat kalıntısı içerdiğinden diğer kazeinlerden farklılaşır [4]. 

Kazeinler , kolloidal sütte yaklaşık 20-600 nm çapında kolloidal olarak stabil yapılar olan 

kazein miselleri formunda bulunurlar [2]. Kazein miselleri, kazein alt miselleri (sub-

miseller) olarak adlandırılan alt yapılardan oluşmaktadır ve bunlarının boyutlarını birden 

çok etkene bağlı olarak değişebildiği rapor edilmiştir (protein derişimi, pH, iyonik kuvvet 

ve sıcaklık) [5]. 

α - ve β-kazeinler esas olarak miselin hidrofobik iç kısmında yoğunlaşırken, KCN 

yüzeyde baskındır. KCN üçte ikisi olan azot ucu hidrofobik iken, üçte biri olan karbon 
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ucu güçlü derecede hidrofiliktir. Bu özelliği kazein stabilitesine etkili olup süt ürünlerinin 

tekstür tat gibi duyusal özelliklerine katkıda bulunur. 

Misel oluşumunda; Kolloidal kalsiyum fosfat demetiyle submiseller toplanarak kazein 

misellerini oluştururlar. Submiseller kalsiyum-fosfat bağları ile hidrofobik ve hidrojen 

bağlarının sayesinde birarada bulunmaktadır. Kazein misel yapısı sabit değil, dinamiktir. 

Yani, kazein miseli ve bileşenleri ortam, sıcaklık, pH ve basınçtaki değişimlere cevap 

verir ve bu değişimler oldukça belirgindir [6]. 

 

Şekil: 2.1. Kazeinin misel yapısı [5] 

Kazein ısıya karşı stabildir. Kazeinin ısıl stabilitesinde; α-heliks bağlarının az olması, 

sistein aminoasidinin bulunmaması ve sistin aminoasidinin az bulunması rol oynar. 

Kazeinin karakteristik özelliği, agregrasyon yeteneğidir. Kazein moleküllerinin karmaşık 

doğası ve misellerin varlığı nedeniyle gerçekleşebilen agregrasyon birçok farklı ajandan 

kaynaklanabilir.  

Izo-elektrik nokta kazeinlerin çözünebilirliğinin en düşük olduğu ve pH’ın 4.2-4.7 

aralığında olduğu noktadır.Misel yapısındaki bu değişiklik misellerin yaklaşarak bir araya 

gelmesine ve   az  ya da  çok yoğun pıhtılar oluşturmasına sebep olur [6]. 

Ortama yüksek miktarda bazik olan  sodyum hidroksit eklenirse, asitle çökeltilen kazein 

proteini yeniden çözünür. Meydana gelen sodyum kazeinat çoğunlukla emülgatör 

özelliğinden dolayı gıda bileşeni olarak kullanılır. Ancak ilk etapda doğal olarak var olan  

misel yapısı hidroksit eklenerek tekrardan sağlanamaz. [6]. 
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 2.1.2. β -Lactoglobulin (BLG) 

Serum proteinleri, β-laktoglobülin (BLG; dominant peynir altı suyu proteini fraksiyonu, 

~ 50 g / 100 g toplam protein), α-laktalbümin (α-lak; 20 g / 100 g toplam protein), sığır 

serumalbümin (BSA; ~ 6 g / 100 g toplam protein), immünoglobulinler (Ig; ~ 3 g / 100 g 

toplam protein) ve diğer çeşitli proteinlerden oluşmaktadır [1]. 

BLG 162 amino asitten oluşan bir globular proteindir ve molekül ağırlığı 18 kDA  ‘dur. 

Yapısında birincil, ikincil, üçüncül ve kuaterner yapılar bulunur. BLG 'nin üçüncül yapısı 

BLG denatürasyonunun tersine çevrilebilirliğinde önemli bir rol oynar. Bu yapı iki 

disülfür bağıyla (Cys66 – Cys160 ve Cys106 – Cys119) güçlü bir şekilde stabilize edilir 

[7]. 

BLG; 162 aminoasit kalıntısı ile katlanmış bir yapıya sahiptir. Bu yapı dış yüzeyde alfa 

helixle çevrili bir beta pilili şeklindedir. Bu yapısından dolayı yapıda merkezi bir boşluk 

bulunur. Merkezi olan bu boşluk bir kalikstir. BLG hidrofobik moleküller için iki 

bağlanma yerine sahiptir, biri kaliksin içinde ve diğeri dimer arayüzünde yer alır [8]. 

BLG; vitaminler, yağ asitleri ve diğer birkaç ligandı bağlama kapasitesi nedeniyle gıda 

ve ilaç endüstrilerinde oldukça kullanılmaktadır 

2.2. Sütte Rennet Mekanizması 

Sütün enzimle, yani rennet ile pıhtılaşması iki bölümde geçekleşir. Bunlar; enzimatik 

aşama ve agregasyon (kümeleşme veya flokülasyon) aşamasıdır. 
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Şekil 2.2. Sütün rennet ile pıhtılaşmasında kazein misel yapısının değişimi [9] 

Enzimatik kısımda KCN, asit proteazlar (rennin) tarafından gerçekleştirilen proteoliz 

işlemi ile Phe105-Met106 bağından koparak para- κ -kazein ve kazeinomakropeptit (KMP) 

(glikomakropeptit) olarak ayrılır.. Bunlardan para-κ-kazein oldukça hidrofobik olup 

miseller üzerinde tutulur. Kazeinomakropeptit (KMP) ise, hidrofilik olup, misellerden 

ayrılarak seruma geçer. Bu durum, KCN’in misel stabilitesi üzerindeki koruyucu etkisinin 

kaybolmasına ve pıhtılaşma için bir zeminin oluşmasına neden olur [10]. 
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Misellerdeki KCN enzimle parçalandıktan sonra, stabiliteleri bozumuş kazein misilleri, 

kalsiyum varlığında, birbirleriyle birleşerek gözle görülebilir floküller oluştururlar. Bu 

bir agregasyon (kümeleşme) olayıdır. Bu reaksiyon, yani agregasyon aşaması süte 

uygulanan ısıl işleme  çok bağımlıdır. Süte uygulanan ısıl işlem de serum proteinlerinin 

denatürasyonuna, sütün kolloidal yapısındaki değişmelere neden olduğu için, misellerin 

agregasyonunda etkili olmaktadır [11]. 

BLG, KCN interaksiyonuna neden olacak seviyedeki ısıl işlem, enzim bağlanmasını 

güçleştirmektedir. [11]. Kümeleşen kazein miselleri birleşmeye devem ederek daha 

büyük partikülleri bir başka deyişle protein jelini oluşturur. Bu aşamaya agregasyon 

(kümeleşme) aşaması denir. 

 Kazein misellerinin agregrasyonunda hidrofobik etkileşimler, van der Waals 

etkileşimleri, elektrostatik etkileşimler ile özellikle para -κ -kazein misellerinin bir araya 

gelmesi durumu büyük rol oynamaktadır [11]. 

Kazein misellerinin agregrasyonu; enzim (kimozin) derişimi, kazein derişimi, ortamın 

pH’ı, sıcaklık ve  kalsiyum iyonu  (Ca++)derişimine bağlıdır.  

 

 

2.3. Isıl İşlemin Süt Proteinleri ve Rennet Mekanizmasına Etkileri 

2.3.1. Isıl İşlemin Kazein Üzerine Etkisi 

Kazein ve serum proteinlerinin ısıya karşı gösterdikleri duyarlılık birbirinden farklıdır. 

Kazeinler ısıya karşı oldukça dirençlidirler. Bunun nedeni yapısında yer alan prolin 

aminoasidinin protein agregasyonu için gerekli olan hidrojen bağlarının oluşumunu 

önlemesidir.  Kazeindeki değişimler 100 °C’nin üzerindeki sıcaklıklarda meydana 

gelmektedir. 

Kazeinin ikincil ve üçüncül yapılarının yeterli düzeyde olmaması nedeniyle kazein 

normal pastörizasyon koşullarında (62-65 °C’de 30 dk: LTLT, 71-74 °C’de 40-45 sn 

HTST, 85-90 °C’de 8-15 sn) değişime uğramamaktadır. Sütün 80-150 °C arasındaki 

sıcaklıklarda ısıtılmasıyla kazeinde meydana gelen değişimler şu şekilde sıralanabilir [1]; 

 Kazein misellerinin agregasyonu ve disosiasyonnu nedeniyle misel boyutlarının 

değişmesi. 

 Misellerin zeta potansiyelinin ve hidrasyon düzeyinin değişmesi 
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 Kazeinin defosforilasyonu 

 Kazeinin proteolizi 

 Polimerizasyon 

2.3.2. Isıl İşlemin β -Laktoglobulin Üzerine Etkisi 

Serum proteinleri kazeinlere göre nispeten daha  ısıya duyarlı proteinlerdir. Isıl işlemin 

şiddetine bağlı olarak değişen düzeylerde denatürasyona uğrarlar. Bunun nedeni; fosfor 

içermemeleri, kazeine kıyasla daha düşük prolin içermeleri, daha yüksek düzeyde sistin 

ve metiyonin aminoasiti bulundurmalarıdır. BLG’in yapısında serbest -SH grupları ve  

sistein de yüksek düzeyde bulunmaktadır [1]. 

BLG  ısı ile denatürasyonu genellikle pH değerine bağlı bir değişim gösterir. BLG 

çoğunlukla pH değerindeki artışla birlikte düşük sıcaklık derecelerinde de denatürasyona 

uğrar. Serum proteinlerinin denatürasyon oranı uygulanan ısıl işlemin şiddetine bağlı 

değişim gösterir [12]. Örneğin; termizasyon (65 °C/15 saniye) gibi orta şiddetli ısıl işlem 

uygulamaları serum proteinlerinde herhangi bir denaturasyona yol açmamaktadır.  

Denatürasyon ve agregasyon iki aşamalı bir süreçte ortaya çıkar; ilk aşamada 

denatürasyon 65 ° C’de globüler protein yığılmasını sağlarken, agregasyon (yani ikinci 

aşama), kompleksleri oluşturmak için denatüre edilmiş / katlanmamış moleküllerin bir 

araya gelmesine sebep olur.70 ° C’yi aşan sıcaklıklarda, geri dönüşümsüz- kümelenme 

iki farklı tipte agregatın oluşumu ile ortaya çıkan, sülfidril (-SH) grup etkileşimi ve/ veya 

disülfit ara değişiminden kaynaklanan küçük agregatlar ve –SH gruplarını içermeyen, 

spesifik olmayan etkileşimlerinden oluşan büyük agregatlar meydana gelir [13]. 

2.3.3. Isıl İşlemin Süt Proteinlerinin Etkileşimi ve Rennet Mekanizması Üzerine 

Etkisi 

80°C’nin üzerinde ısıl işlem uygulanan sütlerde denatüre serum proteinleri kazein 

miselleri ile kompleks oluşturabilir. Kompleks oluşumu esas olarak BLG ile KCN 

arasında gerçekleşmektedir. Kompleks oluşumu tiyol bloklama reaktifleri yani sülfhidril 

ve disülfür değişimleri sayesinde oluşur. Bu kompleks oluşumu pH, protein 

konsantrasyonu, ısı ve süt tuzlarının konsantrasyonuna bağlı olarak değişiklik gösterebilir 

[12]. Ayrıca, UHT sterilizasyon işleminden sonra αs2-kazeinin de BLG ile  kompleks 

oluşturduğu belirlenmiştir. Denatüre serum proteinlerinin KCN ile kompleks 

oluşturmaları UHT yöntemiyle sterilizasyon sırasında sütün ısıl işleme karşı stabilitesinde 

artış sağlamaktadır [14]. 
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Şekil 2.3. Isıl işlemin etkisiyle kazein miselleri ve BLG arasındaki  interaksiyonun 

şematik gösterimi 

Denatüre serum proteinleri ile kazein miselleri arasındaki interaksiyonun düzeyi ısıl 

işlemin siddetine ve sütün iyonik bileşimine göre değişmektedir. Kalsiyum iyonları 

varlığında da kazein miselleri ile interaksiyona giren serum proteini oranı artmaktadır [5]. 

Süte uygulanan ısıl işlemin peynir yapımında önemli rolü olan rennet mekanizmasına 

olan etkisiyle ilgili bir çok çalışma yapılmıştır. Bu çalışmalarda elde edilen bulgular 70 ° 

C’yi aşan sıcaklıklarda denatüre olan serum proteinin rennet mekanizmasında önemli rolü 

olan kazein miselleri ile olan etkileşiminden kaynaklı peynirin bir çok özelliğinde 

farklılıklar meydana getirdiğini göstermiştir [5]. 

Yapılan bir  çalışmada çiğ, pastörize edilmiş, sütlerin, beyaz peynir yapılması sırasında 

oluşan  peynir sularında fiziksel ve kimyasal analizler yapılmıştır. Peynir suyu 

örneklerinin pH, titrasyon asitliği, özgül ağırlık ve yağ değerlerini, yağsız kuru madde 

değerini değiştirirken kuru madde, laktoz ve protein oranlarını değiştirmediği 

saptanmıştır [15].  

Bir başka  araştırmada, inek sütü, koyun sütü bunların karışımlarına uygulanan farklı ısıl 

işlemlerin, bu sütlerden elde edilen peynir mayası ile pıhtılaşma yetenekleri üzerine etkisi 

incelenmiştir. Bütün örneklerde, 72 ° C ,75 ° C  ve 80 ° C uygulanan ısıl işlemlerin sütlerin 

pıhtılaşma sürelerinde bariz uzamalara neden olduğu saptanmıştır. 65 ° C /30 dk. ile 70° 

C/10 dk.’lık ısıl işlemlerin etkisi çok belirgin olmadığı görülmüştür.  Bu sonucun, 

denatüre olmuş serum proteinlerinden kaynaklı olabileceği belirtilmiştir [16].  

Denatüre serum proteinleri ile kazein miselleri arasındaki interaksiyonun süt teknolojisi 

açısından önemli rolü bulunmaktadır. Sütün rennetle pıhtılaşma yeteneğini ve pıhtı 

sıkılığını etkileyen en önemli faktör; yüzeyi serum proteini ile kaplanan yeni kazein 
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misellerinin oluşumudur. Isıl işlem şiddetindeki artışla birlikte rennetle pıhtılaşma süresi 

uzamaktadır. Genellikle, pıhtılaşmanın flokulasyon fazının enzimatik faza göre ısıl 

işlemden daha çok etkilendiği kabul edilmektedir [11]. Kazein misellerinin yüzeyindeki 

denatüre serum proteinleri, rennetin etkilediği misellerin agregasyonunu geciktirmekte ve 

böylece maya ile pıhtılaşma süresini uzatmaktadır. Denatüre serum proteinlerinin kazein 

misellerine tutunması, ağ şeklindeki jelin bütünlüğünü parçalayarak pıhtı sıkılığını da 

azaltabilmektedir. Denatüre serum proteinleri kazein misellerinin birbirlerine 

yaklaşmasını ve birbirleriyle temasını önleyerek çapraz bağların oluşumunu azalttığından 

gevşek bir ağ yapısı oluşmaktadır [11]. 

 

2.4. Polifenoller 

Polifenoller, en az bir fenol grubuna sahip olan, bitkiye rengini veren, ikincil 

metabolitlerdir. Kimyasal yapılarına bağlı olarak polifenoller, fenolik asitler, 

flavonoidler, tanninler, kumarinler, lignanlar, kinonlar, stilbenler ve kurkuminoidler gibi 

farklı alt gruplara ayrılabilir [17]. 

Polifenoller temel olarak bitki aleminde ya serbest ya da bağlı bir biçimde bulunur. 

Serbest polifenollerin çoğu, bitkilerin hücre içi endoplazmik retikulumunda sentezlenir 

ve kofullarda depolanır. Bununla birlikte, bağlı fenolik bileşikler, çözünebilir 

polifenollerin hücre duvarına taşınmasıyla oluşurlar, bunlar daha sonra selüloz ve protein 

gibi hücre duvarı makromolekülleri ile ester ve glikozidik bağlar yoluyla konjuge edilir 

ve böylece hücre duvarı oluşumuna katkıda bulunur [18]. 

 2.4.1. Flavanoidler 

Flavonoidler, flavan çekirdeği ile karakterize edilen ve meyveler, sebzeler ve bitkilerden 

türetilmiş içeceklerde en yaygın bileşik sınıflarından birini temsil eden, doğal olarak 

oluşan polifenolik bileşikler grubudur. Flavonoid yapısına sahip 8000'den fazla bileşik 

tanımlanmıştır ve bunların çoğu çiçeklerin, meyvelerin ve yaprakların renklerinin 

oluşmasında görev alır [19]. 
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Şekil: 2.4. Flavanoidlerin Genel Kimyasal Yapısı 

Flavonoidler, fenolik ve piran halkalarından oluşan benzo-piron türevleridir ve bu 

halkaların bulundukları yere göre sınıflandırılır. Flavonoidlerin çoğunda ortak olan 

yapısal bileşenler, bazik flavonoid iskeleti ve çok sayıda hidroksil ve metoksil grubunun 

çeşitli kombinasyonlarını içerir. Flavonoidler, hidroksil, metoksil ve glikozidik yan 

grupların düzenlemelerinde ve A- ve B- halkaları arasındaki konjugasyonda farklılık 

gösterir. Spesifik yapısal farklılıklara dayanarak, flavonoidler altı ana sınıfa ayrılır: 

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

 

Çizelge 2.2. Flavonoidlerin Alt Sınıfları ve Bazı Temsili Örnekler 

 

Flavonoller: Flavonoller, mantarlar ve algler hariç, bitkilerde yaygın olarak bulunurlar. 

En yaygın flavonoller, kaempferol, kersetin, isorhamnetin ve mirisetin, tipik olarak 5, 7, 

3, 4, 4’ ve 5 pozisyonlarında oluşan konjugasyonlu glikozitler olarak bulunur. Yaygın 

olarak tüketilen meyvelerin, sebzelerin ve içeceklerin, muhtemelen yerel yetiştirme 

koşulları, mevsimsel değişimler ve çeşitlilik farklılıklarına bağlı olarak, benzer şekilde 

benzer ürünlerde bulunan miktarlarda büyük farklılıklar içeren flavonol içerikleri vardır. 

Sarı ve kırmızı soğanlar, özellikle yüksek konsantrasyonlarda kuersetin-4′-O-glukozit ve 

kuersetin-3,4’-O-diglukozit içeren zengin flavonol kaynağıdır. Disakkarit kuersetin-3-O-

rutinosid yaygın bir diyet bileşenidir [21]. 

Flavonlar 

(Örn: kırmızı 

biber, tahıllar) 

Flavonoller (Örn: 

siyah çay, üzüm) 

Flavanonlar 

(Örn:Narenciye,nane) 

Flavanoller 

(Örn: Yeşil çay, 

kakao) 

Antosiyanidin 

(Örn:vişne, 

kiraz, çilek) 

İzoflavonlar 

(Örnbakla vb. 

taneler) 

Chryisin Quersetin Naringenin Kateşin Siyanidin Genistein 

Apigenin Rutin  Eriodiktol Epikateşin Delfinidin Daidzein 

Luteolin Kaempferol Hesperidin Epikateşin Gallat Peonidin Glisitein 

 
Rhamnetin 

 
Epigallokateşin Malvidin 

 

   Epigallokateşin 

Gallat 
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Şekil: 2.5. Flavonollerin Genel Kimyasal Yapısı 

Flavonlar: Maydonoz gibi bazı bitkilerde önemli miktarlarda tespit edilmelerine rağmen, 

yayın olarak bulunan flavonoidlerden değillerdir. Apigenin, luteolin, baicelein ve 

wogonin gibi flavonlar, 3. karbondaki oksijeni dışında flavonollerle benzer kimyasal 

yapıdadırlar [21]. 

 

 

Şekil: 2.6. Flavonların Genel Kimyasal Yapısı 

 

İzoflavonlar: İzoflavonlar , önemli miktarlarda baklagillerde bulunurlar. Fermente soya 

ürünleri, glikozitlerin hidrolizi sonucu izoflavonlar bakımından zengin olabilirken, soya 

sütü ve tofu gibi ısıl işlem gören ürünler az miktarda içerirler. Östrojene olan yapısal 

benzerlikleri nedeniyle, izoflavonlar, esas olarak tahıl taneleri içinde yüksek 

konsantrasyonlarda ortaya çıkan farklı bir grup bileşik olan nonflavonoid lignanlar gibi 

fitoöstrojenler olarak sınıflandırılır [21]. 

 

Şekil: 2.7. İzoflavonların Genel Kimyasal Yapısı 
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Flavononlar: Naringenin ve hesperetin gibi flavanonlar, ∆2,3 çift bağın eksikliği ve C-

2’de kiral bir merkezin varlığı ile karakterize edilir. Flavanonlar hidroksillenmiş, 

glikozile ve O- metillenmiş türevler olarak ortaya çıkar. Turunçgillerde yüksek 

miktarlarda bulunurlar [21]. 

 

Şekil: 2.8. Flavononların Genel Kimyasal Yapısı 

 

Antosiyanidinler: En yaygın antosiyanidinlere, şeker ve organik asitlerle konjugat 

oluşturan, kırmızıdan maviye renk aralıklarında bulunan pelargodin, siyanidin, delfinidin, 

peonidin, petunidin ve malvinidin örnek verilebilir. Meyve ve çiçeklerde yaygın olarak 

bulunurlar [21]. 

 

Şekil: 2.9. Antosiyanidinlerin Genel Kimyasal Yapısı 

 

Flavanoller: Bunlar, basit monomerlerden, yoğunlaştırılmış tanenler olarak da bilinen 

oligomerik ve polimerik proantosiyanidinlere kadar uzanan, flavonoidlerin en karmaşık 

alt sınıfıdır. Monomerik flavan-3-ol’ün C2 ve C3’teki iki kiral merkez, (+) kateşin ve (-) 

epikateşin olmak üzere her bir B-halkalı hidroksilasyon seviyesi için dört izomer üretir. 

(-) epiafzelechin gibi diğerleri daha sınırlı bir dağılıma sahipken, doğada yaygındır. Yeşil 

çay (Camellia sinensis) ana bileşenleri (-) epigallocatechin, (-) epigallocatechin-3-O-

gallate ve (-) epicatechin-3-O-gallate olan çok yüksek seviyelerde flavan-3-ol 

monomerleri içerir. Bu flavan-3-ol’ların seviyeleri, yeşil yaprakların fermantasyonu 
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sırasında, polifenol oksidaz enziminin etkisiyle siyah çayın üretilmesi sırasında 

azalmaktadır [21]. 

 

 

Şekil: 2.10. Flavanollerin Genel Kimyasal Yapısı 

 

 2.4.2. Yeşil Çay Polifenolleri 

Camellia sinensis bitkisinin kurutulmuş yaprakları olan çay, dünya çapında tüketilen 

popüler bir içecektir. Oksidasyon seviyesine bağlı olarak yeşil çay (oksitlenmemiş), 

oolong çayı (kısmen oksitlenmiş) ve siyah çay (oksitlenmiş) olmak üzere üç türe 

ayrılabilir. Yeşil çay, kateşinlerin enzimatik oksidasyonunu önlemek için taze 

yapraklarda bulunan polifenol oksidaz enziminin hem halka şeklinde hem de buharla 

inaktive edilmesiyle üretilmiştir. 

Yeşil çay, yeşil çay kateşinleri olarak bilinen bir polifenol antioksidan kaynağıdır. Yeşil 

çayın önemli kateşinleri (-) epikateşin (EC), (-) epikateşin-3-galat (ECG), (-) 

epigallokateşin (EGC) ve (-) epigallokateşin-3-gallattır (EGCG) . Yeşil çayda, kateşinler 

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

 

 

Şekil: 2.11. Kateşinlerin Genel Kimyasal Yapısı 
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Şekil: 2.12.  (+) Kateşin 

 

 

 

Şekil: 2.13.  (-) Epikateşin 

 

 

Şekil: 2.14.  (-) Epigallokateşin 
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Şekil: 2.15.  (-) Epikateşin Gallat 

 

 

Şekil: 2.16.  (-) Epigallokateşin Gallat 

 

Biyomoleküller oksidatif hasar, kardiyovasküler hastalıklar, kanserler ve nörodejeneratif 

hastalıklar dahil olmak üzere bir dizi kronik hastalığın patolojisinde rol oynamaktadır. 

Yeşil çaydaki kateşinlerin ve diğer polifenolik bileşiklerin bilinen in vitro antioksidan 

özellikleri, yeşil çay tüketiminin potansiyel sağlık yararlarına büyük ilgi uyandırmıştır. 

Çok sayıda epidemiyolojik çalışma,  yeşil çay tüketimi ile insanlarda kardiyovasküler 

hastalıklar ve kanser arasındaki ilişkileri ele almıştır.  

Yeşil çay kateşinlerinin antioksidan özelliklerini kanıtlayan pek çok çalışma mevcuttur. 

Bunlardan birinde Yeşil çay kateşinleri ve polifenollerin bir dizi in vitro sistemde serbest 

radikallerin etkili temizleyicileri olduğu bulunmuştur.Bir bileşiğin bir serbest radikal 

süpürücü olarak hareket etme yeteneği, kısmen, hidrojen veya elektron vericileri olarak 

antioksidanların reaktivitesinin bir ölçüsü olan tek elektron indirgeme potansiyeli ile 
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ilgilidir. Daha düşük bir indirgeme potansiyeli, hidrojen veya elektron bağışı için daha 

düşük enerji gerektiğini ve antioksidan aktiviteyi belirlemede bir faktör olduğunu 

gösterir. EGCG ve EGC, E vitamininden daha düşük indirgeme potansiyeline sahiptir bu 

da E vitamininden daha üstün elektron vericileri olduklarını düşündürmektedir [22]. 

 

2.5. Polifenoller İle Proteinlerinin Etkileşimleri 

Polifenollerin bağlanma ve afinitesi birkaç faktöre bağlı olsa da, olası mekanizmalar, 

tersinir (kovalent olmayan) veya tersinmez (kovalent) bağlanmaya yol açan etkileşimleri 

içerir. Hidrojen bağları, hidrofobik etkileşimler ve van der Waals ilgi alanları gibi 

kovalent olmayan etkileşimler, görece daha sık görülen tersinir protein-polifenol 

bağlanmasında rol oynar [23]. 

Geri dönüşümsüz etkileşimler, nükleofilik gruplar olarak -NH2 ve –SH gibi gruplar ile 

reaksiyona giren, o-kinonların enzimatik ya da termal oksidasyon ile spesifik koşullar 

altında oluşan kovalent bağları kapsamaktadır. Hidrojen bağları, azot veya oksijenin 

elektronegatif atomları, özellikle proteinlerin amino (-NH2) ve hidroksil (-OH) grupları 

ve komşu polifenol moleküllerinin pozitif yüklü hidrojen atomu arasında, proteinlerin ve 

polar olmayan aromatik amino asitlerin arasında oluşur. 

 Polifenollerin aromatik halkaları, hidrofobik etkileşimler yoluyla etkileşebilmektedir. 

Kovalent bağlarla karşılaştırıldığında daha yaygın olan kovalent olmayan protein-

polifenol etkileşimleri, genellikle farklı tür etkileşimlerin kombinasyonundan 

kaynaklanırken, bazı durumlarda, bir tür çekim, bağlama reaksiyonunu domine eder [23]. 

Polifenollerin esnekliği de belirleyici faktördür; daha az esnek polifenoller bazı 

proteinlere daha güçlü ve diğerlerine daha zayıf bağlanırken, daha esnek polifenoller 

çeşitli proteinlere eşit şekilde bağlanır [24]. 

Yapılan bir araştırmada bir polifenol olan  resveratrol ile BLG arasındaki interaksiyona 

bakılmış ve polifenolün proteinin  ikincil yapısına etki göstermediği, ancak üçüncül 

yapısında yer yer etkileşimler oluşturarak BLG ile kompleks haline geldiği belirtilmiştir 

[25]. 

Başka bir çalışmada serum albüminleri ile resveratrol bileşiminin hidrofobik ya da 

hidrofilik olarak olmuş olabileceği  sekonder yapıda değişime neden olabileceği ve  

katlanmalara (folding) sebep olduğu belirtilmiştir [26]. 
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Serum albüminleri gibi polifenoller ile bağ oluşturabilen kazeinlerin; kazein-polifenol 

ve/veya kazein-polifenol-kazein bağlanmaları ile , peynir jeli veya yoğurt gibi süt 

ürünlerinin su tutma kapasitesini etkileyebileceği öne sürülmüştür [27]. 

Polifenoller, etkileşime girdikleri proteinlerin yapısını ve çeşitli özelliklerini etkileyebilir. 

Amino asitlerle etkileşime giren polifenoller protein yapısında değişikliklere neden 

olabilir ve işlevlerini etkileyebilir. Dahası, polifenoller proteinlere esansiyel amino 

asitleri bloke edecek şekilde bağlanabilir ve böylece biyoyararlanımlarını azaltabilir. 

[24]. 

Yeşil çay flavanoidleri başta olmak üzere polifenollerin diğer tür moleküllerle etkileşim 

halinde oldukları bilinmektedir ve bu konuda bir çok araştırma yapılmaktadır. Proteinler 

ve lipidler gibi insan vücudunda bulunan bazı biyomoleküller ile polifenollerin arasında 

etkileşimler bulunur [28]. Fakat protein ve polifenol etkileşiminin tam olarak anlaşılması 

hala eksiktir. Yeşil çay polifenollerinin sığır ve insan kaynaklı serum albümini de dahil 

olmak üzere farklı proteinlerle etkileşime girdiği bildirilmiştir [29]. Pirinç gluteninin, 

epigallocatechin-3-gallate (EGCG) ile etkileşime girdiği ve glutenin fizikokimyasal 

özelliklerini önemli ölçüde etkileyebilecek kompleksler oluşturduğu raporlanmıştır [30]. 

Protein ve polifenol etkileşimi, fizyolojik koşullar altında konformasyonel değişikliklere 

neden olan mevcut polifenol bilgilerine katkı sağlamaktadır.Bu araştırmalar 

polifenollerin gıda teknolojisinde kullanılabilmesi hakkında fikir vermektedir.   

 2.5.1. Yeşil Çay Polifenolleri İle Süt Proteinlerinin Etkileşimleri 

Süt proteinleri, insan beslenmesindeki önemi ve sütlü çay veya kahve içmek gibi bazı 

beslenme alışkanlıkları nedeniyle polifenol bağlama çalışmalarında özel ilgi kazanmıştır. 

Bir dizi çalışma, süt proteinleri ile fenolik bileşikler arasındaki etkileşimlerin proteinlerin 

yapısını, stabilitesini, sindirilebilirliğini ve fonksiyonel özelliklerini ve fenoliklerin 

antioksidatif özelliklerini ve biyoyararlanımını değiştirebileceğini ortaya koymaktadır 

[30]. 

Yapılan bir çalışma [31], olgunlaşma sırasında en önemli ve karmaşık biyokimyasal olay 

olan proteolizin, peynir sütüne GTE eklenmesinden olumsuz etkilendiğini belirtmiştir. 

Bu bulgular, fenolik bileşiklerden etkilenen sütün enzimatik pıhtılaşması ve peynirin 

olgunlaşması sırasında değişen proteolitik aktivitenin ürün özelliklerinde değişikliklere 

yol açabileceğini düşündürmektedir.   
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Yapılan birçalışmada kazeinlerle çay flavonoidlerinin etkileşiminde , hidrojen bağlarının 

oluşmasıyla birlikte ikincil yapıya sahip proteinlerin yapısında değişimler gözlemlendiği 

rapor edilmiştir [32].   

Kanakis ve ark. [33] yeşilçay kateşinleri ile yaptıkları çalışmada BLG ile etkileşimde 

bulunan kateşinlerin bu etkileşime hidrofilik ve hidrofobik etkilerle dahil olduğunu 

bağlanma seviyesinin yapıdaki –OH grubu sayıca artınca  arttığını belirtmiştir.  

Serum albuminleri ile  yapılan bir çalışmada yeşilçay polifenolleri ile etkileşimin, 

BLG’deki  α-heliks yapıyı kuvvetlendirdiği, ancak  β-pilili yapıların ise kararlılığını 

azalttığı rapor edilmiştir [34]. 

Antioksidan aktivite ile ilgili bir çalışmada süt proteinleri ile yeşil çay kateşinleri 

arasındaki etkileşimin antioksidan aktiviteyi artırdığı belirtilmiştir [35]. 

Stodajinovic ve ark. [36] ise yeşil çay, kahve ve kakao fenolikleri ile yaptığı çalışmada 

serum albüminleri ile olan etkileşimin, proteinin sindirimle parçalanabilirliğini azalttığını 

belirtmiştir. 

 

 2.5.2 Yeşil Çay Polifenolleri İle Süt Proteinlerinin Etkileşimlerinin Rennetlenme 

Sürecine Olan Etkileri 

Peynir yapımı sürecinin ilk adımı olan enzim ile etkileşim , özellikle süt işlenmesinde 

önemli bir enzimatik pıhtılaşma aşamasını sağlar.  Enzim jelasyonu , kısmen birbiri ile 

örtüşen iki aşamadan oluşur. İlk aşamada, rennet (kimozin) enzimatik etkisi, kazein 

misellerini destabilize ederken, ikinci aşamada, kazein miselleri kalsiyum varlığında bir 

araya gelerek protein ağı oluştururlar [37]. Yapılan bu çalışma, epigallokateşin gallat 

(EGCG) moleküllerinin, miselin formunda mevcut olduğu zaman kazein proteinleri ile 

kompleksler oluşturduğunu doğrulamıştır. Sonuçlar ayrıca, ilk kez, çay polifenollerinin 

varlığının, misellerin jelleşme özelliklerinde bir değişikliğe neden olduğunu göstermiştir. 

EGCG'nin konsantrasyonu arttıkça ve kazeinlerin doygunluğuna ulaşıldıkça, sütün 

yeniden rennetleme özelliklerinde daha önemli bir etki görülür. Yapılan çalışmada, 

EGCG'nin, k-kazein ile spesifik olarak etkileştiği ve kimozinin substrat (kazein) 

maddesine erişimini sınırladığı varsayılmıştır. Bu veriler, çay polifenolleri gibi biyoaktif 

moleküllerin süt matrisine eklenmesinin kazeinlerin işleyiş ve fonksiyonlarını kuvvetle 

etkileyebileceğini açıkça göstermiştir [37]. 
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Bir başka çalışma da yeşil çay, siyah çay,  kakao ve hazır kahvenin dondurularak 

kurutulmuş ekstraktlarının eklenmesi yağsız sütün peynir mayası ile pıhtılaşma süresini 

ve özellikle CaCl2 ile desteklenmeyen sulandırılmış düşük ısılı süt tozunun pıhtılaşma 

süresini artırdığı gözlenmiştir. Tüm ekstraktların, yüksek derecede reaktif olan ve 

gelişmiş kazein misel stabilitesinden sorumlu olabilecek yüksek konsantrasyonda 

polifenol ve ilgili bileşikler içerdiği belirtilmiştir [38]. 

Üzüm çekirdeği ekstraktını, fonksiyonel peynir üretmek için kullanımını araştıran bir 

çalışmada, üzüm çekirdeği ekstraktlarının süt pıhtılaşma kinetiği, süt jeli dokusu ve 

sineresis üzerine etkisi belirlenmiştir. Süte eklendiğinde, üzüm çekirdeği ekstraktlarının 

enzimatik pıhtılaşma süresini artırdığı ve pıhtılaşma oranını düşürdüğü gözlenmiştir. 

İlave edilen üzüm ekstraktlarınin artan konsantrasyonları ile, oluşan rennet jellerinin 

tekstürel özellikleri incelendiğinde kırılganlık düzeyinde artma ve sertlik düzeyinde 

azalmaya yol açtığı rapor edilmiştir [39]. 

Kateşinlerin ilave edildiği peynirlerde süt proteinlerinin pıhtılaşma özellikleri, esas olarak 

pH düşüşünden veya süt proteini-fenol etkileşimlerinden kaynaklanabilen fenoliklerin 

eklenmesinden etkilendiği belirtilmiştir. Ayrıca, kateşin ilavesi ile elde edilen, fenolikçe 

zenginleştirilmiş peynir örneklerinin antioksidan aktivitesinin fenolik eklenmemiş 

peynirlere kıyasla daha yüksek olduğu bulunmuştur [23]. 

Han ve ark. [40] yaptığı çalışmada, çeşitli polifenolik bileşiklerin dahil edilmesine dayalı 

olarak geliştirilen yeni bir peynir ürünü, doku özellikleri açısından değerlendirilmiştir. 

Peynir yapımında fonksiyonel katkılar olarak kateşin, epigallokateşin gallat (EGCG), 

tannik asit, homovanillik asit, hesperetin ve flavon gibi doğal fenolik bileşikler ile üzüm  

çekirdeği ekstraktı, yeşil çay ekstraktı ve kızılcık tozu gibi fenolik bileşikler eklenmiştir. 

Polifenolik bileşikler içeren peynir pıhtısının nem içeriğinin azaldığını göstermiştir. 

Polifenolik bileşiklerin peynire eklendiğinde peynir pıhtısında yapısal farklılıklar 

gözlenmiş büyük ve granüler pıhtı  yapılarına yol açmıştır. 
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3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

3.1. MATERYAL 

Denemelerde kullanılan çiğ inek sütü Yapılcan Çiftliği’ nden sağlanmıştır. Temin edilen 

çiğ süt örnekleri 6℃’de 3000xg ‘de 10 dk santrifüj edilerek (Sigma 3-30K, Almanya)  

yağı ayrılmıştır. Elde edilen yağsız çiğ süt örneklerine %0.1 oranında sodyum azide ilave 

edilmiş ve böylelikle mikrobiyel gelişimin önlenmesi hedeflenmiştir. Yağsız çiğ süt 

örnekleri -80 ℃ de saklanmıştır.  

Süt örnekleri aş ısıl işlem görmemiş ve 2 farklı normda ısıl işlem görmüş (65 ℃’de 30 dk  

ile 85 ℃ de 30 dk) şekilde 3 grup olarak kullanılmıştır.  

Süt örneklerinin isimlendirmesi; çiğ süt kontrol : RC, çiğ süt yeşil çay ilaveli : RY, 65 

℃’de 30 dk  ısıl işlem uygulanmış kontrol : 65C, 65 ℃’de 30 dk  ısıl işlem uygulanmış 

yeşil çay ilaveli : 65Y, 85 ℃’de 30 dk  ısıl işlem uygulanmış kontrol : 85C, 85 ℃’de 30 

dk  ısıl işlem uygulanmış yeşil çay ilaveli : 85Y şeklindedir. 

Denemelerde kafein icermeyen yeşil çay ekstraktı (GreenselectR, Indena, İtalya) 

kullanılmıştır.  

Ayrıca, BLG A ve  KCN Sigma-Aldrich ’den temin edilmiştir.  

HPLC analizlerinde kullanılan kimyasallardan asetonitril (Merck, 1.13358, Almanya), 

trifloroasetikasit (Merck, 8.08260, Almanya) ve örnek hazırlamada kullanılan diğer 

kimyasallar HPLC saflığındadır.  

Kullanılan süt içeriği EK-1’de ve yeşil çay içerikleri EK-2 ‘de gösterilmiştir. 

 

3.2. METOT 

3.2.1. Koagülasyon Denemeleri 

İki farklı ısıl işlem normu ile ısıl işleme maruz bırakılmamış toplamda 1 set kontrol grubu 

ve 1 set yeşil çay ilaveli örnekler  ile rennet ile koagülasyon denemeleri yürütülmüştür. 

Yeşil çay içerecek örnekler ısıl işlem öncesinde 0,1 g yeşil çay ekstraktı ilave edilmiş 100 

ml süt örneğinden alınmıştır. 

100 ml olan set örnekleri (kontrol ve YÇE eklenmiş) her bir denemeden önce çiğ olarak 

ve  65 ℃ 30 dk, 85 ℃ 30 dk ısıl işleme maruz bırakılmıştır.  
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Rennet ile koagülasyon denemelerinde, her bir set kontrol ve yeşil çay içeren süt 

örneklerinden 100’er ml buz banyosuna yerleştirilmiştir. Ardından erlen içeriğine 200 µl 

CaCl2 120 µl 1% Rennet (Maxiren) çözeltisi ilave edilmiş ve hızla karıştırılarak yine buz 

banyosunda bulunan deney tüplerine 5’er ml aliquotlar alınmıştır. Deney tüpleri 32℃’de 

sıcak su banyosuna alınmış ve belirli zaman aralıklarında (0.dk, 5.dk, 10.dk, 20.dk, 30.dk, 

45.dk, 60.dk, 90.dk,120 dk,150dk) su banyosundan alınarak buz banyosuna koyulmuş ve 

reaksiyonun durdurulması sağlanmıştır. Herbir tüp içeriği santrifüj edilerek (10000xg, 

4℃, 20 dk), elde edilen presipitatlar üzerinden protein içeriği ve profillerinin belirlenmesi 

çalışmaları yürütülmüştür. Santrifüj sonucu elde edilen presipitatlara, uzaklaştırılan 

supernatant hacmi kadar 8M üre çözeltisi ilave edilmiş ve yoğun ultrasonik banyo ve 

vortex yardımı ile presipitatların çözünmesi sağlanmıştır. 10℃’de bir gece bekletilmiştir. 

Bu işlemler ısıl işlem görmemiş örnekler ve iki farklı ısıl işlem normuna maruz bırakılan 

örnekler için ayrı ayrı yürütülmüştür. 

3.2.2. Bradford Yöntemi 

Koagülasyon denemesi sonucu elde edilen presipitat örnekleri, gerekli oranda saf su ile 

seyreltilerek protein içeriğinin belirlenmesi amacıyla Bradford (1976) yöntemine göre 

analiz edilmiştir. Presipitatların yanısıra, çiğ süt ve ısıl işlem görmüş süt örneklerinin 

protein miktarları da aynı metot ile belirlenmiştir. 

Standart eğri oluşturmak amacı ile farklı dilüsyonlarda teknik kazein çözeltileri 

hazırlanmış ve örneklerdeki protein miktarları, standart eğriden elde edilen formül ile 

hesaplanmıştır. 

 

3.2.3. KMP (Kazeinomakropeptit) Analizi 

Yeşil çay ilavesinin enzimatik fazda açığa çıkan kazeinomakropeptit (KMP)’ye etkisi ile 

enzimatik fazda meydana gelebilecek değişikliklerin belirlenmesi amacı ile KMP analizi 

RP-HPLC ile yürütülmüştür .  

100 ml olan set örnekleri (kontrol ve YÇE eklenmiş) her bir denemeden önce çiğ olarak 

ve  65℃30 dk, 85℃ 30 dk ısıl işleme maruz bırakılmıştır.  

Her bir set süt ve yeşil çay örneğinden 100’er ml erlenlere alınarak hazırlanmıştır. 

Ardından erlen içeriğine 500 µl CaCl2,  220 µl 1% Rennet (Maxiren) çözeltisi ilave 

edilmiş ve hızla karıştırılarak deney tüplerine 5’er ml aliquotlar alınmıştır. Deney tüpleri 
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32℃’de sıcak su banyosuna alınmış ve belirli zaman aralıklarında (0.dk, 2.dk, 7.dk, 

12.dk, 17.dk, 22.dk, 32.dk, 42.dk, 62 dk) su banyosundan alınarak içeriğine 1250 µl 

%15’lik Perklorik asit (PCA) eklenerek reaksiyonun durdurulması sağlanmıştır. Daha 

sonra örnekler 6000 rcf 15 dk 20℃’de santrifüjden geçirilerek supernatant kısmı 0,45mm 

nylon filreden geçirilerek viallere alınmıştır ve Thoma 2006 [45] yöntemine göre RP-

HPLC ile örneklerin KMP içeriği belirlenmiştir. Tüm örneklerdeki  KMP miktarı (%), 

YÇE içermeyen kontrol örneklerindeki maksimum pik alanı %100 kabul edilerek 

hesaplanmıştır. 

CMP analizi için silika bazlı C-18 RP-HPLC kolonu (250 mm uzunluk x 4.6 mm i.d., 

Agilent Zorbax 300SB-C18, partikül büyüklüğü 5 μm, por çapı 30 nm) kullanılmıştır. 

Tüm çözeltiler nylon filtreden (47 mm, 0.45 μm, EG0492-1) geçirilmiştir. CMP 

analizinde uygulanan kromotografik koşullar;  

Mobil faz A: suda %0.1 Trifloroasetik asit (TFA) 

B: Asetonitril:deiyozie su: TFA (800:200:0.555; (v,v,v) 

Toplam 30 dakikalık analiz süresince kolon sıcaklığı 40˚C, akış hızı 1.0 mL dk-1, dalga 

boyu 226 nm olarak ayarlanmıştır. Enjeksiyon hacmi 20 μL olarak belirlenmiştir. % 10 

mobil faz A ile başlayıp, analiz sonunda % 49 B olacak şekilde bir gradient programı 

uygulanmıştır. 

3.2.4. Dairesel Dikroizm (CD) Spektrofotometresi 

Tez çalışması kapsamında öncelikli olarak, farklı ısıl işlem normları ve YÇE ilavesinin  

BLG konformasyonu üzerine etkisinin belirlenmesi amacı ile uzak UV bölgede CD 

ölçümleri Jasco J815 CD spektrofotometre (Tokyo, Japonya) kullanılarak alınmıştır. 

Bu amaçla 1mm genişliğe sahip küvet kullanılmış ve tüm ölçümler 25°C’de alınmıştır. 

195-250 nm arasındaki far- UV spektrumu alınan 3 ölçümün ortalaması olarak 

kaydedilmiştir. Enstrümantal parametreler şu şekildedir; 50 nm/dk tarama hızı, 1 nm bant 

genişliği, 100 mdeg sensitivite, ve 4 s cevap verme süresi. Model sistem denemelerinde 

50mM fosfat tamponunda (pH 6.8) hazırlanan BLG (10 M) kullanılmıştır. Bu amaçla 

ısıl işlem görmemiş (BLG RC ve BLG RY), 65°C/30dk ısıl işlem görmüş (BLG 65C ve 

BLG 65Y) ve 85°C/30dk (BLG 85C ve BLG 85Y) ısıl işlem görmüş BLG örnekleri,YÇE 

ilavesi olmadan ve ısıl işlem öncesi son derişimi 10 ppm ve 50 ppm olacak şekilde YÇE 

ilavesi ile hazırlanmıştır. Sonuçlar mdeg birimi olarak verilmiştir. BLG örneklerine ait 
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ikincil yapı elementleri ise elde edilen CD datalarının Bestsel yazılımı kullanılarak analiz 

edilmesi sonucu hesaplanmıştır. 

YÇE ilavesinin uygulanan ısıl işlem normlarına bağlı olarak KCN-BLG etkileşimlerine 

etkisini belirlemek amacı ile proteinlerin üçüncül yapısı ile ilgili bilgi verenyakın görünür 

bölge CD analizleri gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla, sadece BLG ve BLG-KCN 

kompleksi içeren örneklere yukarıda belirtilen işlemler uygulanmış ve bu örneklerin 

yakın UV bölge spektrumları da yaplan ölçümlerle elde edilmiştir. Bu amaçla far UV 

ölçümleri için belirtilen parametrelere sadık kalınmış olup, ölçümler 250 nm- 350 nm 

aralığında alınmıştır.  Yakın görünür bölgede çalışılırken daha yüksek protein 

konsantrasyonu ile çalışılması gerekmektedir. Bu nedenle BLG ve  YÇE oranı sabit 

kalmakla birlikte son derişimleri far UV analizleri için hazırlanan örnek derişimlerinin 10 

katı olacak şekilde düzenlenmiştir. 

3.2.5. Poliakrilamid Jel Elektroforez( Native-PAGE) 

Isıl işlem sonucu olasılıkla oluşabilecek serum protein denatürasyonu ve agregatları ile 

KCN etkileşimlerinin oluşturduğu komplekslere,  yeşil çay fenoliklerinin etkisini 

belirlemek amacı ile hem model sistemlerde hem de süt örnekleri ile elektroforez 

uygulamaları yürütülmüştür. Model sistem çalışmaları için hem sadece BLG  (4 mg/ml 

ph 6.8 fosfat tamponunda hazırlanmış) hem de  BLG  - KCN (1:1) (son protein 

konsantrasyon 4 mg/mL olacak şekilde) karışımı içeren çözeltiler ile bunların yeşil çay 

ilaveli (son derişim 500 ppm ve 1000 ppm olacak şekilde) ve ilave edilmeyen örneklerinin 

ısıl işlem görmeden ve  65℃/30 dk ile 85℃/30 dk ısıl işlemlere maruz bırakılmış halleri 

native (alkaline)-PAGE ile Manderson 1998’e [46] göre yürütülmüştür. Model sistem 

denemelerinden sonra süt örnekleri de aynı miktardaki YÇE ilavesi ve ısıl işlem normları 

uygulanarak analiz edilmiştir. Native-PAGE uygulanmasında %3,9’luk sıralama jeli ve 

% 15’lik yürütme jelleri kullanılmış ve örnekler 30 mA sabit akımda yürütülmüştür. 

Boyama prosedürünün ardından jeller ‘Agfa Fotolook’ yazılımı ile taranmıştır. 

3.2.6. Tekstür Parametre Belirleme Çalışmaları  

Peynir jeli örneklerinin tekstür analizleri konik prob ile Yüksel ve Erdem (2009)’a [47] 

göre yürütülmüştür. 2 cm uzunluğundaki konik prob (60°) silindirik kapların içindeki 

peynir jeli örnekleine daldırılmıştır.  
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Konik prob tek dalış ile 1 mm.s-1 parametresinde uygulanmıştır. Örnek derinliği 40 

mm’dir. Kuvvet-zaman grafiklerinden Nexygen 2.0 (Lloyd, İngiltere) yazılımı 

kullanılmış ve tekstür parametreleri incelenmiştir. 

3.2.7. Su Tutma Kapasitesi Analizleri  

Örneklerde rennet jellerinin su tutma kapasitesi Yüksel ve Erdem (2009)’a göre analiz 

edimiştir [47]. Deney tüplerinde hazırlanan yaklaşık 10 ml, net ağırlığı belirlenen rennet 

jeli örnekleri 3000xg ‘de 10 °C’de 15 dakika santrifüj edilmiş, süpernatant 

uzaklaştırıldıktan sonra presipitat miktarı belirlenmiştir. Ardından örneklere ait su tutma 

kapasitesi (WHC) değerleri aşağıdaki formül ile hesaplanmıştır;  

%WHC = (presipitat ağırlığı/örnek ağırlığı) * 100 

3.2.8. İstatistiksel analiz 

Tüm denemeler üç tekrarlı ve iki paralel yürütülmüştür ve elde edilen verilerin 

değerlendirilmesinde SPSS ® 15.0 for Windows yazılımı kullanılmıştır. Varyanslar 

arasındaki farklılığın önem kontrolü çok yönlü varyans analizi (MANOVA) ile 

gerçekleştirilmiştir. 
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

4.1. YÇE ilavesinin sütün rennet ile koagülasyon sürecine etkisi 

Koagülasyon denemelerinde amaç farklı ısıl işlem normları uygulanmış örneklerin 

koagülasyon süreci boyunca protein miktarlarına bakılarak koagülasyon fazlarını 

incelemektir. Yeşil çay fenoliklerinin ve  ısıl işlem derecelerinin koagülasyon sürecine 

nasıl etki ettiği incelenmiştir. Bu incelemeler sonucunda koagülasyon süreci boyunca 

Bradford yöntemi kullanılarak elde edilen protein miktarı Şekil 4.1  Şekil 4.2 ve Şekil  

4.3’te verilmiştir. Grafiklerde protein miktarının önemli oranda değişmediği ilk bölüm 

enzimatik fazı, protein miktarının hızla arttığı bölüm flokülasyon fazını temsil etmektedir. 

Koagülasyon grafiklerinden elde edilen tahmini enzimatik faz ve flokülasyon fazı süreleri 

ise Çizelge 4.1’de gösterilmektedir. 

 

Şekil 4.1.  Çiğ süt için koagülasyon süreci boyunca protein miktarındaki (mg/ml) değişim 
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Şekil 4.2.  65 °C/30 dk ısıl işlem uygulanmış süt için koagülasyon süreci boyunca protein 

miktarındaki (mg/ml) değişim 

 

 

Şekil 4.3. 85 °C/30 dk ‘de ısıl işlem uygulanmış süt için koagülasyon süreci boyunca 

protein miktarındaki (mg/ml) değişim 

Isıl işlem uygulanmamış ve 65°C ısıl işlem uygulanmış süt örneklerinde örneklerin 

tümünde kontrol gruplarının aksine yeşil çay ilave edilmiş süt örneklerinde 

koagülasyonun tamamlanmasının daha uzun zaman aldığı ve bir süre sonra sabit 

protein miktarına ulaştığı çiğ süt ve açıkça görülmektedir. 85°C  ısıl işlem uygulanmış 

süt örneklerinde ise 150. dakikada henüz koagülasyonun tamamlanmadığı, protein 

konsantrasyonunun artmaya devam ettiği yani kazein misellerinin flokülasyonunun 

devam ettiği görülmüştür. 

Yapılan bir çalışmada inek sütü ile peynir yapımı ve olgunlaştırma sürecinde yapılan 

denemelerde yeşil çay ekstraktı ilavesi ile kullanılan koagülasyon denemelerinde 

koagülasyon hızının yavaşladığı dinamik ışık salınımı spektrofotometresi ile 

belirlenmiştir [31]. Bu tez kapsamında yapılan koagülasyon denemeleri bu  sonuçlarla 

paralellik göstermektedir. 

Süte yeşil çay fenolikleri ilavesinin incelendiği çalışmalarda enzimatik fazda KMP 

oluşum hızının düştüğü ve flokülasyon fazının yavaşladığı rapor edilmiştir [31]. 

Mevcut çalışma kapsamında da rennet ile koagülasyon sürecinde enzimatik fazın 

süresinin YÇE ilavesi ile arttığı gözlemlenmiştir. 85°C  ısıl işlem uygulanmış süt 

örneklerinde fark daha belirgin olarak gözlenmiştir (Çizelge 4.1 ).  
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Çizelge 4.1. Örnekler için koagülasyon süreleri 

Örnekler Enzimatik Faz (dk) Flokülasyon Fazı (dk) 

Çiğ Süt Kontrol 27  1 52  3 

Çiğ Süt YÇE 40  2 58  4 

65 Kontrol 30  2 49  1 

65 YÇE 50  3 50  1 

85 Kontrol 30  2 gözlemlenmedi 

85 YÇE 50  4 gözlemlenmedi 

 

Çiğ süt  örnekleri karşılaştırıldığında  hem enzimatik faz hem de flokülasyon fazı süreleri 

YÇE ilaveli örneklerde kontrol örneklerine göre daha uzun olduğu gözlemlenmiştir. 

85°C/30 dk ısıl işlem uygulanan örnekler karşılaştırılınca çiğ süt örneklerine benzer 

olarak enzimatik fazın YÇE ilavesi ile uzadığı ancak flokülasyon fazının deneme süreci 

boyunca devam etmesi sebebiyle süre farkının tam olarak  gözlemlenemediği ancak 

kontrol örneklerine göre uzadığı belirtilmiştir. 65°C/30 dk ısıl işlem uygulanmış süt 

örneklerinde enzimatik faz süresi diğer örneklerde olduğu gibi YÇE ilaveli örnekte 

kontrol örneğine göre uzamış fakat flokülasyon fazı süresinde istatistiksel olarak önemli 

bir değişiklik gözlemlenememiştir (p>0.05). 

80°C’nin üzerinde ısıl işlem uygulanan sütte denatüre olan serum proteinleri kazein 

miselleri ile kompleks oluşturabilir. Kompleks oluşumu esas olarak BLG ile KCN 

arasında gerçekleşmektedir. Kompleks oluşumu tiyol bloklama reaktifleri yani sülfidril 

ve disülfür değişim reaksiyonları sayesinde oluşur [12].  

Tez çalışması kapsamında çiğ süt, 65°C’de  ve 85°C’de  ısıl işlem görmüş süt örnekleri 

incelendiğinde yeşil çay ilaveli örneklerde enzimatik faz süresinde artışa yol açtığı 

belirlenmiştir.  

YÇE ve ısıl işlemin kombine etkisine bakıldığında ısıl işlemin tek başına faz sürelerini 

önemli ölçüde etkilemediği ancak faz sürelerindeki değişikliğin YÇE ilavesine bağlı 

olduğu düşünülmüştür. Kombine etkinin daha net ortaya konulabilmesi için KMP 

analizinin sonuçlarını incelemek gerekmektedir. 

4.2. YÇE ilavesinin Kazeinomakropeptit (KMP) oluşumuna etkisi 

Kazeinler kolloidal  yapıları sayesinde bir çok süt ürününün oluşmasında baş rol oynarlar. 

Peynir yapımında kullanılan kimozin, KCN Phe105-Met106 aminoasitleri arasındaki peptid 
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bağına spesifik bir enzimdir. Peynir jeli oluşumu sürecinde ilk aşama olan enzimatik 

fazda kimozinin KCN’i proteolize uğratması sonucu para-kappa-kazein ile 

kazainomakropeptid (KMP) adı verilen peptitler açığa çıkarır. Bu reaksiyondan sonra 

kolloidal yapı kararlılığını yitirerek flokülasyon olayı başlar [10]. Bu reaksiyonun 

sonucunda ortaya çıkan  KMP’nin oluşum hızından yola çıkarak süte yeşil çay ekstraktı 

ilavesi ile birlikte ısıl işlemin etkisi incelenmiştir.  

Koagülasyon sürecinde oluşan KMP miktarlarını gösteren veriler  Şekil 4.4, Şekil 4.5 , 

Şekil 4.6  ‘da verilmiştir. 

 

  

Şekil 4.4. Çiğ süt örnekleri için süreye bağlı KMP oluşum miktarı 
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Şekil 4.5. 65 °C’de ısıl işlem uygulanmış süt örnekleri için süreye bağlı KMP oluşum 

miktarı 

 

  

Şekil 4.6. 85 °C’de ısıl işlem uygulanmış süt örnekleri için süreye bağlı KMP oluşum 

miktarı 

KMP miktarında daha fazla artışın görülmediği ve eğrinin platoya eriştiği noktada 

enzimatik fazın tamamlandığı ve KMP miktarının %100’e ulaştığı kabul edilmiştir. Isıl 

işlem görmüş ve YÇE ilave edilmiş örnekler için oluşan % KMP değerleri ısıl işlem 

görmemiş kontrol süt örneğine göre normalize edilmiştir.  Çiğ süt için, yeşil çay ilave 

edilen ve edilmeyen örenkler arasında KMP oluşum hızı açısından önemli bir fark 

gözlenmemiştir. 65C ve 65Y örnekleri kıyaslandığında ise, KMP oluşum hızının YÇE 

ilaveli süt örnekleri için çok belirgin olmasa da daha yavaş olduğu belirlenmiştir.85C ve 

85Y örnekleri kıyaslandığında KMP oluşum hızında gerçekleşen belirgin azalma 

gözlemlenmiştir (Şekil 4.6). Isıl ilemin KMP oluşum hızına etkisi sadece 85 °C’deki 

örnekler için gözlemlenmiştir. Bu sonuçlardan yola çıkarak, YÇE ilavesinin , KMP 

oluşum hızına olan yavaşlatıcı etkisinin ısıl işlem derecesi arttıkça arttığı yorumu 

yapılabilmektedir.  

Yeşil çay ilavesinin KMP oluşum hızı üzerine etkisi incelendiğinde  fenolik bileşiklerin 

KMP oluşumunu kontol örnekleri ile kıyaslandığında çiğ süt ve 65°C/30 dk ısıl işlem 

uygulanmış örneklerde bariz bir değişiklik görülememişken 85 °C ısıl işlem uygulanmış 

örneklerde  yavaşlattığı görülmüştür.  
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Koagülasyon denemelerinde KMP oluşum sürecinde yani enzimatik fazda sürenin 

kontrol ve yeşil çay ilaveli her önek kıyaslandığında yeşil çay etkisiyle  uzadığı 

gözlemlenebilmişken, KMP oluşum hıznın incelendiği denemelerde bu etki sadece 

85°C/30 dk ısıl işlem uygulanmış örneklerde gözlemlenebilmiştir. KMP analizi daha 

kontrollü bir analiz olup koagülasyon denemesine göre sonuçlarının doğruluğunun daha 

yüksek olduğu düşünülmüştür. Flavanoidler ve kazein miselleri arasındaki bağlanmanın 

karakterizasyonuna ilişkin yapılan çalışmada, bu bağlanmanın hidrofobik karakterde 

olduğuna dair bulgular elde edilmiştir.[55] Bu sonuç ile uyumlu bir şekilde KMP 

denemesindeki bulgular da, flavanoidlerin kazein misellerinin yüzeyinde yer alan κ-

kazeinin KMP kısmı (105 (Met)-... ) ile değil, hidrofobik karakterdeki para-κ-kazein (1...-

105 (Met)) ile etkileşime gireceği bu nedenle KMP oluşum hızını etkilemeyeceği 

düşünülmüştür. 

Koagülasyon denemelerinde YÇE ilavesi ile CN’le fenoliklerin etkileşime girerek 

kimozinin substratına ulaşmasını zorlaştırabileceği düşünülmüşken bu etki KMP 

denemelerinde görülmemiş ancak  BLG ile KCN etkileşimlerinin özellikle 85°C/30 dk 

ısıl işlem görmüş süt örneklerindeki  KMP oluşum hızının yavaşlamasında etkili olduğu 

düşünülmüştür.  

 

4.3. Dairesel Dikroizm (CD) Spektroskopisi 

Tez çalışması kapsamında model sistemlerde ısıl işlem ve beraberindeki YÇE ilavesinin 

BLG ve BLG-KCN kompleksi üzerine moleküler düzeydeki etkilerini incelemek amacı 

ile uzak (far-UV) ve yakın (near-UV) görünür bölgede alınan CD spektrumları 

incelenmiştir. Proteinlerin ikincil yapıları uzak UV spektral bölgesinde (190-250 nm) 

gözlemlenirken, yakın UV bölge (200-380 nm) ölçümleri ise proteinlerin üçüncül yapıları 

hakkında çıkarımlar yapılmasını sağlamaktadır [49]. 

Örnek isimleri sırasıyla ; BLG ısıl işlem uygulanmamış, BLG 65 65°C/30 dk ısıl işlem 

uygulanmış , BLG 85 85°C/30 dk ısıl işlem uygulanmış , BLG +YÇE yeşil çay ekstraktı 

eklenmiş ısıl işlem uygulanmamış,  BLG +YÇE 65 yeşil çay ekstraktı eklenmiş  65°C/30 

dk ısıl işlem uygulanmış , BLG +YÇE 85 yeşil çay ekstraktı eklenmiş 85°C/30 dk ısıl 

işlem uygulanmış , BLG + KCN  ısıl işlem uygulanmamış, BLG+ KCN 65 65°C/30 dk 

ısıl işlem uygulanmış , BLG+ KCN  85 85°C/30 dk ısıl işlem uygulanmış , BLG +KCN 

+ YÇE yeşil çay ekstraktı eklenmiş ısıl işlem uygulanmamış,  BLG +KCN +YÇE 65 yeşil 
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çay ekstraktı eklenmiş  65°C/30 dk ısıl işlem uygulanmış , BLG+KCN  +YÇE 85 yeşil 

çay ekstraktı eklenmiş 85°C/30 dk ısıl işlem uygulanmış şeklindedir. 

 

Şekil 4.7. Farklı ısıl işlem normları uygulanmış (ısıl ilem uygulanmamış, 65°C/30Dk, 85°C/30 

dk) BLG (10M)’e ait uzak görünür bölge CD-spektrumları 

 

Şekil 4.8. Farklı ısıl işlem normları uygulanmış (ısıl ilem uygulanmamış, 65°C/30Dk, 85°C/30 

dk) BLG(10M)-YÇE(10 ppm) kompleksine ait uzak yörünür bölge CD-spektrumları 
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Şekil 4.9. Farklı ısıl işlem normları uygulanmış (ısıl ilem uygulanmamış, 65°C/30Dk, 85°C/30 

dk) BLG (10M)-YÇE(50 ppm) kompleksine ait uzak yörünür bölge CD spektrumları 

 

 

 

 

 

Çizelge 4.3. Beta laktoglobuline ait ikincil yapı elementlerinin miktarları 

Örnek İkincil yapı elementleri 

 

α- 

Heliks(%) 

β- zincir 

(%)  

Döngü 

(%) 

Rastgele sarmal 

(%) 

BLG 14,7 27,7 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 YÇE 14,9 27,6 13,8 43,7 

BLG+50 ppm YÇE 16,4 28,7 10,3 44,7 

BLG+10ppm YÇE 65 15,3 26,4 12,6 45,6 

BLG+50 ppm YÇE 

65 15,8 26,4 11,3 46,6 

BLG+10ppm YÇE 85 20,2 24 11,9 43,9 

BLG+50 ppm YÇE 

85 24,7 20,9 12,9 41,5 

 

85 °C’de ısıl işlem gören  BLG ikincil yapı sayılarında  artış görülmüştür. Bu durumun 

YÇE ilavesi, denatürasyon ile birlikte bu artışı destekleyici yönde etkilediği 
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düşünülmüştür. Hem artan ısıl işlem hem de artan YÇE konsantrasyonu benzer etkiler 

yapıp bozunmayı destekleyecek yönde etkide bulunmuştur. Aynı durum 65 °C ve ısıl 

işlem uygulanmamış örneklerinde net olarak görülememiştir. Ancak sonuçlar gözden 

geçirildiğinde ikincil yapı elementlerinin YÇE ilavesi ile çok önemli ölçüde değişmediği 

gözlemlenmiştir. Literatürde Farklı sıcaklık ve farklı sürelerde BLG üzerine uygulanan 

ısıl işlemlerle uzak görünür bölge çalışmaları yapılmış ve literatür sonuçları tez 

kapsamında yapılan çalışma sonuçlarıyla paralellik göstermiştir. 

Yapılan bir çalışmada serum proteinlerinin seyreltik çözeltileri, 40 ila 94 °C arasındaki 

sıcaklıklarda 10 dakika boyunca fosfat tamponunda ısıtılmış, soğutulmuş ve uzak UV 

dairesel dikroizm (CD) kullanılarak analiz edilmiştir. Uzak UV sonuçları, ısıl işlemin bir 

sonucu olarak bazı küçük değişiklikler göstermiştir. Bu sonuçlar, serum proteinlerinin 

(doğal benzeri monomerden katlanmamış monomere) ısıyla indüklenen 

agregasyonundaki ilk tersinmez aşamanın, Trp19 ortamının kiralitesini değiştirdiğini ve 

proteinin ikincil yapısını değiştirdiğini göstermiştir [46]. 

Yapılan başka bir çalışmada konsantre BLG çözeltilerinin (55 mg mL 1, pH 6.8) 85 °C'de 

1 ila 15 dakika ısıtılmasıyla oluşturulan agregaların köpürme özellikleri üzerindeki 

etkileri araştırılmıştır. Yapısal özellikler (boyut ve moleküler konformasyon), 

hidrofobiklik ve protein agregatlarının oranı incelenmiştir. BLG çözeltilerinin 85 °C'de 

ısıtmanın uzak görünür bölge spektrumları üzerindeki etkileri incelenmiş ve CD 

spektrumlarının analizi yapılmıştır. α -heliks ve β-zincir bir azalma ve ısıtma süresi ile 

rastgele sarmal yapı konformasyonunda bir artış göstermiştir [53]. 

Yapılan bir başka çalışmada da epigallokateşin gallat (EGCG) ve β-laktoglobulin (BLG) 

arasındaki 25-121 °C'de ısıl işlemler altında etkileşim ve antioksidan kapasite 

araştırılmıştır. α-Heliks ve β-Tabaka içeriğinde önemli azalmalar ve döngülerde ve 

rastgele sarmal yapılardaki artış, BLG’nin ısı kaynaklı açılmasına bağlanmıştır [48]. 

BLG-KCN etkileşiminin daha iyi analiz edilebilmesi için yakın görünür bölge analizleri 

yorumlanmasının daha doğru olabileceği düşünülmüştür. 

Bir proteinin yakın görünür bölge spektrumu aromatik amino asitler Phe, Tyr ve Trp'nin 

rijiditesini (esnek olmama) izlemek için kullanılabilir ve bu nedenle proteinin üçüncül 

yapısını temsil eder. [49] BLG için, 293 nm tepe noktasının Trp kalıntılarına ait olduğu, 

285 nm'nin Tyr'e ve Trp katkısına ve 270 nm'nin altındaki tepe noktalarının Phe'ye ait 

olduğu ortaya konmuştur [50]. BLG'de iki Trp, 4 Tyr ve 4 Phe bulunur [51] ve ayırt edici 
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UV bantları Şekil 4.12, Şekil 4.13, Şekil 4.14 ve Şekil 4.15’ de verilmiştir. Örneklerdeki 

yüksek fenolik derişimi ölçümlerde problem yarattığından yakın görünür bölge için, 500 

ppm YÇE içeren örneklere ait sonuçlar grafiğe yansıtılamamıştır. 

 

 

Şekil 4.10. Farklı ısıl işlem normları uygulanmış (ısıl ilem uygulanmamış, 65°C/30Dk, 

85°C/30 dk) BLG(100M)’e ait yakın görünür bölge CD spektrumları 

 

 

Şekil 4.11. Farklı ısıl işlem normları uygulanmış (ısıl ilem uygulanmamış, 65°C/30Dk, 

85°C/30 dk) BLG(100M)-YÇE(100ppm) kompleksine ait yakın görünür bölge CD 

spektrumları  
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Şekil 4.12. Farklı ısıl işlem normları uygulanmış (ısıl ilem uygulanmamış, 65°C/30Dk, 

85°C/30 dk) BLG(50M)-KCN(50M) kompleksine ait yakın görünür bölge CD 

spektrumları  

 

 

Şekil 4.13. Farklı ısıl işlem normları uygulanmış (ısıl ilem uygulanmamış, 65°C/30Dk, 

85°C/30 dk) BLG50M)-KCN(50M)-YÇE(100ppm) kompleksine ait yakın görünür 

bölge CD spektrumları 

Ölçüm sonuçlarına bakıldığında üçüncül yapı değişiklikleri için Trp19 bölgesindeki 

negatif tepeleri dikkate alınmıştır. Trp19 absorbansı ile üçüncül yapıdaki değişikliğin en 

fazla gözlendiği alan hem sıcaklık hem YÇE etkisi ile 85°C ile çalışılan örnek olup daha 

sonra sırasıyla 65°C ve ısıl işlem uygulanmamış süt örnekleri olmuştur. 

BLG’in KCN ilavesi ile yakın görünür bölgede spektrumu 85°C' de sıcaklığın da  

etkisiyle değişmiş ve Cys121'deki serbest sülfidril kalıntısının açığa çıktığı 

düşünülmüştür. Bu durumun, moleküller arası disülfid bağı yoluyla BLG moleküllerini 
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polimerize edecek olan moleküller arası disülfid/sülfhidril değişim reaksiyonlarını 

tetiklemiş olabileceği düşünülmektedir [52]. 

Yakın UV CD spektrumlarının analizi, esas olarak aromatik amino asitlerin ortamındaki 

kısıtlı asimetriler nedeniyle proteinlerin üçüncül yapısını karakterize etmek için 

kullanımıştır. BLG'nin CD spektrumundaki 285 ve 290 nm'de eliptikliğin iki negatif tepe 

noktası esas olarak Trp19 absorbansından kaynaklanmaktadır. Bu iki negatif tepe, 

Trp19'un BLG molekülünün kaliksindeki yapısal değişiklikleri yansıtan 85°C' de ısıtma 

işlemi ile yoğunluklarını azaltmıştır.  

BLG çözeltilerinin protein agregatlarının mevcudiyeti nedeniyle 15 dakikadan daha uzun 

ısıtma süreleri için bulanık hale geldiği literatürdeki çalışmalarla belirlenmiştir. Tez 

kapsamında yapılan denemelerde 30 dakika ısıl işlem uygulandığından spektrofotometrik 

olarak yapıların belirlenmesinin güç olduğu düşünülmüştür [53].  

Yakın UV spektrum ile yapılan bir çalışmada BLG 85°C’ de farklı ısıl işlem süreleri 

uygulanarak köpürme özellikleri incelemiştir. 85°C' de ısıtma işlemi özellikle 3 dakika 

ile 5 dakika ısıtma arasında majör bir değişiklik fark edilmiştir.  

Protein agregatlarının mevcudiyeti nedeniyle BLG çözeltilerinin 15 dakikadan daha uzun 

ısıtma süreleri için bulanık hale geldiği not edilmiştir. Bu koşullarda, spektrofotometrik 

belirlemelerde zorluklar yaşanabileceği belirtilmiştir [53]. 

Her iki çalışma sonucunda da özellikle 85°C’de uygulanan ısıl işlemin hem ikincil hem 

üçüncül yapı değişiklikleri üzerine etkisi gözlemlenebilmiştir. YÇE ile etkileşimin açıkça 

ortaya koyduğu farklılık özellikle 85°C’de BLG-KCN etkileşimleri varlığında yakın 

görünür bölge çalışmalarında gözlemlenmiş ve  YÇE etkisinin her iki ısıl işlem formunda 

da üçüncül yapı değişikliklerine neden olduğu gözlemlenebilmiştir. 

4.4. Poliakrilamid Jel Elektroforezi Analizi (Native Page) 

Isıl işlem sonucu olasılıkla oluşabilecek BLG denatürasyonu ve agregatları ile KCN 

etkileşimlerinin oluşturduğu oluşumlara, yeşil çay fenoliklerinin etkisini belirlemek 

amacı ile native page analizi yapılmıştır. 

4.4.1. Süt Örneklerinin Native Page Analizi 

Çiğ süt, 65°C/30dk ısıl işlem uygulanmış süt ve 85 °C/30dk ısıl işlem uygulanmış süt 

örnekleri YÇE ilavesi olmadan ve 1000 ppm YÇE ilavesinin ardından Native-PAGE  ile 

analiz edilmiştir.  
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Şekil 4.14. Süt Örneklerinin Native PAGE görüntüsü (1: RC, 2: RY, 3: 65C 4: 65Y, 5: 

85C , 6: 85Y) 

70 °C ve üzeri sıcaklıklarda minimum 30 dakika ısıl işlem uygulandığı durumda BLG 

denatüre olur ve KCN ile etkileşim içine girer [13]. Isıl işlemin süt proteinleri arasındaki 

bu etkileşimlere etkisi Şekil 4.16’da ısıl işlem görmüş örneklerde kuyudan giremeyen 

büyük protein komplekslerinin varlığı ile gözlemlenebilmiştir. Bu komplekslerin büyük 

olasılıkla CN-BLG etkileşimleri sonucu oluşan büyük yapılar olduğu düşünülmektedir. 

Çiğ süt için, YÇE ilavesinin CN fraksiyonlarının bant yoğunluğuna önemli bir etkisi 

olmadığı belirlenmiştir. Ancak YÇE ilavesinin ardından ısıl işlem uygulanmış süt 

örneklerinde KCN bant genişliğinin kontrol örneklere göre bir miktar azaldığı 

görülmektedir. KCN’e benzer şekilde, -CN ve -CN bant yoğunluklarının da ısıl işlem 

görmüş örneklerde daha düşük seviyede olduğu belirlenmiştir. Bunun yanı sıra, özellikle 

85°C /30 dk ısıl işlem görmüş örneklerde YÇE fenoliklerinin varlığının, büyük protein 

komplekslerinin oluşumunu artırabileceği, örnek kuyusundan giremeyen büyük yapıların 

artmış olması nedeni ile düşünülmektedir. 85C ve 85Y örneklerinde sütte bulunan temel 

serum protein olan BLG’in tamamen denatüre olduğu da gözlemlenebilmektedir. 65C ve 

65Y örnekleri incelendiğinde BLG bantlarının gözlemlenmesi bu sıcaklıkta 
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denatürasyonun önemli seviyede olmadığını göstermektedir. Ancak 65Y örneklerinde 

gözlemlenen native BLG bant yoğunluğunun 65C örneğine kıyasla daha düşük seviyede 

olması, YÇE fenolikleri ile BLG’nin etkileşime girip daha büyük yapılar 

oluşturabileceğini düşündürmektedir.  

Literatürde, ısıl işlem derecesi arttıkça BLG’de gerçekleşen konformasyonal değişimler 

ile, YÇE fenoliklerinin BLG’ye bağlanma affinitesinin arttığını rapor eden çalışmalar 

mevcuttur [48]. Mevcut çalışma kapsamında da YÇE fenoliklerinin BLG ve BLG-KCN 

kompleksi ile etkileşiminin BLG’nin artan denatürasyon derecesi ile arttığı belirlenmiştir. 

4.4.2. Model Sistemlerde BLG ve KCN etkileşimlerinin Native Page ile Belirlenmesi 

Süt örneklerinde YÇE ilavesi ve ısıl işlem etkisi ile görülen değişimleri açıklayabilmek 

adına, süt örneklerinin ardından model sistemlerde elektroforez uygulamaları 

yürütülmüştür. Öncelikle sadece BLG içeren model sistemlerde analizler 

gerçekleştirilmiş, ardından BLG-KCN karışımı içeren model sistemler kullanılarak ısıl 

işlem ve YÇE ilavesinin bu iki protein arasındaki etkileşimlere etkisi belirlenmeye 

çalışılmıştır. 

Analizlerde kullanılan örneklerdeki son BLG derişimi 1 mg/ml iken YÇE derişimi ise 

250 ppm  olacak şekilde ayarlanmıştır. BLG-KCN komplekslerinde ise BLG:KCN oranı 

1:1  olacak şekilde ayarlanmıştır. 

Isıl işlem uygulanmamış BLG, 65°C/30dk ısıl işlem uygulanmış BLG ve 85 °C/30dk ısıl 

işlem uygulanmış BLG ve bunların ısıl işlem öncesinde YÇE eklenmiş halleri (500 ve 

1000 ppm için ayrı ayrı) ile analiz yapılmıştır ve Şekil 4.15’ deki görüntü elde edilmiştir. 
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Şekil 4.15. Model Sistemlerde BLG’e ait Native PAGE görüntüsü 

(1: Native BLG , 2: 65°C BLG, 3: 85 °C BLG, 4: Native BLG  + 500ppm YÇE, 5: 65°C 

BLG+ 500ppm YÇE, 6: 65 °C BLG + 500ppm YÇE, 7: Native BLG + 1000ppm YÇE, 

8: 65 °C BLG + 1000ppm YÇE, 9: 85 °C BLG + 1000ppm YÇE ) 

Native-PAGE analizinin yürüdüğü pH değeri olan pH 8.9’da BLG’nin normalde dimer 

olan yapısının monomerlerine ayrıldığı belirtilmiştir [12]. Bu nedenle 

elektroforetogramda ısıl işlem görmemiş BLG için gözlemlenen bant görüntüsü BLG 

monomerine ait görüntüdür. Model BLG sistemlerine ısıl işlemin etkisi incelendiğinde, 

65°C’de 30 dk ısıl işleme maruz bırakılan örneklerdeki BLG bant görüntüsünün, ısıl işlem 

görmemiş BLG ile aynı olduğu görülmektedir. Böylelikle, belirtilen ısıl işlem normunun 

BLG üzerinde önemli bir denatürasyona neden olmadığı gösterilmiştir. Bu durumun 

aksine 85°C’de 30 dk ısıl işlem görmüş BLG örneklerinde native BLG bandının 

neredeyse kaybolduğu ve daha büyük molekül ağırlığına sahip dimer ve oligomerlerin 

oluştuğu gözlemlenmiştir. Bu veriler literatürde yapılan BLG’in model sistem  çalışması 

ile uyum içindedir. Yapılan çalışmada BLG’nin 70 °C sıcaklığın üzerinde denatürasyona 

uğradığı belirtilmiştir [12]. Ayrıca bu sonuçlar tez çalışması kapsamında yapılan süt 

örnekleri ile yapılan Native-PAGE uygulaması ile de paralellik göstermektedir. 

YÇE ilavesinin ısıl işlem görmemiş BLG örneklerinde önemli bir etki göstermediği, 

gözlemlenen benzer bant yoğunlukları nedeni ile düşünülmektedir. Buna karşın, 65°C’de 

30 dk ısıl işlem uygulanan BLG örneklerinin bant profilinde önemli değişimler 

gözlemlenmiştir. 500 ppm YÇE ilavesi sonrası 65°C’de 30 dk ve 85°C’de 30 dk 

uygulanan ısıl işlem sonucunda native BLG monomeri bant genişliğinde önemli bir 
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azalma gözlemlenmiştir. Sözü edilen örneklerde monomer bant genişliğinin azalmasına 

karşın daha bulanık ve geniş bir alana yayılan bant görüntüsünün, BLG ile YÇE 

fenoliklerinin oluşturduğu komplekslerden kaynaklandığı düşnülmektedir. Isıl işlem 

görmüş örneklerde YÇE derişimi de bant profilini etkilemiş olmasına rağmen, bağlanma 

karakteristiklerini yorumlamak bu yöntemle mümkün olmamakta ve ileri analizler 

gerektirmektedir. 85°C’de 30 dk ısıl işlem uygulanmış YÇE içermeyen örneklerde 

gözlemlenen dimer ve oligomer oluşumlarının, 500 ppm ve 1000 ppm YÇE ilavesi ile 

kaybolduğu, bunun yerine daha geniş bir alanda daha silik bir şekilde dağıldığı 

görülmektedir. Bu durum denatüre BLG ile fenolik etkilşimlerinin BLG’nin ısıl işlem ile 

indüklenen polimerleşmesine YÇE’nin önemli oranda etki ettiğini göstermektedir. 

Sıcaklık arttıkça denatürasyona bağlı olarak BLG’e ait dimerler ve oligomerlerin  

oluştuğu literatürde belirtilmiştir [13], bu etki jel görüntüsünde de görülebilmektedir 

BLG ve KCN arasındaki ısıl işlem kaynaklı etkileşimlere YÇE fenoliklerinin 

belirlenebilmesi amacı ile yürütülen Native-PAGE sonucu elde edilen jel görüntüsü Şekil 

4.16’de görülmektedir. Bu amaçla mode BLG denemelerindeki aynı sıcaklık 

uygulamaları ve YÇE ilavesi BLG-KCN kompleksi için uygulanmıştır.  

 

 

Şekil 4.16. Model Sistemlerde BLG ve KCN kompleksine ait Native PAGE görüntüsü 
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(1: ısıl işlem uygulanmamış BLG +KCN, 2: 65°C ısıl ilem uygulanmış BLG +KCN, 3: 

85 °C ısıl ilem uygulanmış BLG +KCN, 4: ısıl işlem uygulanmamış BLG +KCN + 

500ppm YÇE, 5: 65°C ısıl ilem uygulanmış BLG +KCN + 500ppm YÇE, 6: 65 °C ısıl 

ilem uygulanmış BLG +KCN + 500ppm YÇE, 7: ısıl işlem uygulanmamış BLG +KCN 

1000ppm YÇE, 8: 65°C ısıl ilem uygulanmış BLG +KCN + 1000ppm YÇE, 9: 85 °C ısıl 

ilem uygulanmış BLG +KCN 1000ppm YÇE) 

BLG-KCN model sistemlerde ısıl işlemin BLG üzerine etkisi saf BLG model sistemler 

ile benzer olduğu görülmüştür. 85°C’de uygulanan ısıl işlem sonrasında native BLG 

monomerleri neredeyse tamamen denatüre olmuş ve daha kompleks yapıların oluşumuna 

yol açmıştır. BLG ve KCN arasındaki etkileşimler sonucu olasılıkla oluşan BLG-KCN 

yapıları, örnek kuyularından jele girmekte zorlanan ve jelin en üstünde bulunan bant 

görüntüleri olarak değerlendirilmiştir. Bu komplekslerin 65°C’de uygulanan ısıl işlem ile 

de varlığının gözlemlenebildiği, ancak daha belirgin olarak 85°C’de uygulanan ısıl işlem 

sonrası oluştuğu gözlemlenebilmektedir. Her iki proteinin de (KCN ve BLG) bant 

genişliğindeki azalmaya paralel olarak jelin üst kısmında bu iki proteinin etkileşimi ile 

oluşan bantların varlığı ısıl işlem ile indüklenen BLG-KCN interaksiyonlarını işaret 

etmektedir. Benzer sonuçlar Cho ve ark [12] tarafından da rapor edilmiş ve artan ısıl işlem 

ile BLG-KCN kompleksine ait büyük protein yapılarının oluşumunun da arttığı 

belirtilmiştir. Isıl işlem görmemiş örneklerde BLG bant profili ve yoğunluğu benzer 

gözlemlenmişken, KCN’e ait bantlarda bir miktar silikleşme ve daha geniş bir alana 

yayılma olduğu gözlenmektedir. Bu durumun YÇE fenolikleri ile etkileşim sonucu 

KCN’de meydana gelen yapısal değişimleri işaret ettiği düşünülmektedir. YÇE ilavesinin 

ardından 65°C ve 85°C’de 30 dk ısıl işlem görmüş örneklerde, BLG monomerine ait 

bandın kaybolduğu ancak aynı bölgede daha silik ve sürüntülü bir bant yoğunluğu olduğu 

görülmektedir. YÇE ilave edilmemiş örneklerde ısıl işlem ile ortaya çıkan BLG-KCN 

komplekslerinin, YÇE ilave edilmiş örneklerde görülmemesi ya da çok düşük yoğunlukta 

görülmesi, fenolik bileşiklerin süt proteinleri ve de özellikle BLG ile etkileşiminin BLG-

KCN kompleks oluşumunu maskelediği düşüncesini doğurmuştur. 

 

4.5. Tekstür Analizi 

Mevcut tez çalışması kapsamında hazırlanan rennet jellerine ait Sertlik(Hardness) 

parametresi değerleri Tekstür Profil Analizi (TPA) cihazı ile belirlenmiştir.  Sertlik değeri 
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üründe belli bir deformasyon yaratmak üzere uygulanan kuvvet (N) şeklinde 

gösterilmektedir. 

Mevcut tez çalışması kapsamında rennet ile farklı ısıl işlem normları ve YÇE ilavesi ile 

elde edilen süt örneklerinden rennet ile koagülasyon sonucu peynir jelleri hazırlanmıştır 

Elde edilen peynir jelleri TPA cihazı ile analiz edilerek Hardness (sertlik) parametresi 

özelinde incelenmiş ve değerler Şekil 4.17’da belirtilmiştir. 

 

Şekil 4.17: Süt Örneklerinden hazırlanan rennet jellerinin sertlik (hardness) değerleri 

Hazırlanan peynir jelleri ile yapılan ölçümlerde YÇE ilavesinin  çiğ süt ve 65°C ısıl işlem 

görmüş jelin sertliği azalmış olup 85°C ısıl işlem görmüş süt ile oluşan jelimsi yapı 

düzgün bir jel yapısı olmamıştır. 

Resveratrol ilave edilmiş yoğurt jeli ile yapılan bir çalışmada yoğurdun depolama süreci 

boyunca yapılan tekstür analizinde sertlik kuvvetleri ölçülmüştür (p>0,05).  

Resveratrolün, pıhtının kırılması için gereken enerjiyi yükselttiği bulunmuştur. Bu durum 

bağlanma sonucu jelin flexibilite kazandığı algısı uyandırmış ancak bu sonuç açık bir 

biçimde kanıtlanamamıştır [54]. 

Kuru maddesi arttırılmış yoğurt örnekleri ile yeşil çay flavanoidleri ile yapılan bir 

çalışmada ise, ısıl işlem öncesi ve sonrası flavanoid eklenmesini karşılaştırmak üzere 

depolama süreleri boyunca sertlik parametresi incelenmek üzere tekstür analizi 

yapılmıştır. Kuru madde artışına bağlı protein miktarındaki artış, ürünü daha sıkı bir ağ 

yapıya götürmektedir. Ancak ısıl işlem öncesi eklenen flavanoid bulunan  örneğin 

hardness değerlerinin, ısıl işlem sonrası eklenen flavanoid örneğininkinden daha yüksek 
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olduğu tespit edilmiştir. Bunun nedeninin, ısıl işlem sonrası eklenen flavanoidlerin, önce 

eklenmesindeki gibi düzenli ve yüksek miktarda bir bağlanma sağlayamaması olduğu 

düşünülmüş Isıl işlem ile proteinlerde meydana gelen değişimler sonucu bağlanmadaki 

değişimin net olarak açıklanamaması verilerdeki bu sapmaların açıklanmasına da olanak 

vermemiştir [55]. 

Yapılan bir başka çalışmada 77°C, 82°C veya 87°C'de 26 saniye pastörize edilmiş sütten 

üretilmiş ve 360 gün olgunlaşma süresi olan peynir olgunlaşma süresi boyunca analiz 

edilmiştir. Artan pastörizasyon sıcaklığı, peynirlerin kırılma stresini, kırılma gerilmesini 

ve sertliğini önemli ölçüde azalttığı gözlemlenmiştir [56]. 

Bu tez kapsamında yapılan çalışmada diğer çalışmalardan farklı olarak.  değişen 

parametrelerden biri olan ısıl işlemin farkı ortaya konmaktadır. Native Page analizinde 

YÇE ilave edilmemiş örneklerde ısıl işlem ile ortaya çıkan BLG-KCN komplekslerinin, 

YÇE ilave edilmiş örneklerde görülmemesi ya da çok düşük yoğunlukta görülmesi, 

fenolik bileşiklerin süt proteinleri ve de özellikle BLG ile etkileşiminin BLG-KCN 

kompleks oluşumunu maskelediği düşünülmüştür. Literatürdeki bazı çalışmalar [55] [54] 

fernolik bileşiklerin pıhtı sertliğini arttırdığı yönünde sonuçlara ulaşmıştır ancak bu tez 

kapsamında ortaya çıkan sonuçlarda YÇE’nin bu etkisi görülememiştir. Bunun sebebinin 

ısıl işlemin pıhtı sertliğini azaltması yönündeki etkisi olduğu düşünülmüştür. Özetle 

BLG-KCN görüntüsü Native Pagede YÇE tarafından maskelenirken, YÇE’nin pıhtı 

sertliğine etkisi bu denemede ısıl işlem tarafından maskelenmiştir. Bu sonuç yine ısıl 

işlem kullanılarak yapılan çalışma ile de paralellik göstermiştir [56]. 

 

4.6. Su Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi 

Sırasıyla ısıl işlem uygulanmamış sütten elde edilmiş peynir jeli, 65°C/30dk ısıl işlem 

uygulanmış sütten elde edilmiş peynir jeli  ve 85 °C/30dk ısıl işlem uygulanmış sütten 

elde edilmiş peynir jeli ve bunların YÇE eklenmiş halleri ile sütten elde edilmiş peynir 

jeli ile su tutma analizleri yapılmıştır ve sonuçlar Şekil 4.18’de belirtilmiştir. 
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Şekil 4.18. Süt Örneklerinden hazırlanan rennet jellerinin su tutma kapasiteleri 

Su tutma kapasitesi oluşan jelin zayıflığı ile birebir ilintili bir parametredir. Su tutma 

kapasitesi fazla olan jel yapısal olarak daha zayıf ve yumuşak olur [55]. 

85°C ısıl işlem uygulanmış süt ile hazırlanan jel örneklerinin diğer örneklere göre oldukça 

yüksek su tutuma kapasitesi olduğu görülmüştür.  Isıl işlem ile gözlenen bu fark benzer 

olarak her bir örnek için YÇE ilavesi olan örneklerde de görülmüştür (p<0,05).  YÇE 

ilaveli örnekler su tutma kapasitesi yüksek olan jel oluşumuna neden olmuştur.  

Resveratrol ilave edilmiş yoğurt jeli ile yapılan çalışmada resveratrol eklenmesinin, 

proteinlerle olan etkileşimleriyle güçlü bir yapı oluşturarak su tutma kapasitesini 

arttıracağı düşünülmüştür. Ancak önemli düzeyde değiştirmediği gözlenmiştir [54]. 

Kuru maddesi arttırılmış yoğurt örnekleri ile yeşil çay flavanoidleri ile yapılan bir 

çalışmada, ısıl işlem öncesi ve sonrası flavanoid eklenmesini karşılaştırmak üzere 

depolama süreleri boyunca su tutma kapasitesi incelenmiştir. Flavanoid eklenmesinin, 

proteinlerle olan etkileşimleriylele güçlü bir yapı oluşturarak su tutma kapasitesini 

arttıracağı düşünülmüştür. Analiz sonucları bunun doğruluğunu ortaya koymuştur. Su 

tutma kapasitesi açısından her kuru madde iceriğinde ısıl işlem sonrası flavanoid eklenen 

örnekler ile kontrol örnekleri arasında onemli olmamakla birlikte az bir farklılık olduğu 

gözlenmiştir [55]. 

Literatürde yapılan sonuçları çelişen bu iki farklı çalışmaya destek olacağı düşünülen bu 

tez kapsamında hem ısıl işlemin su tutma kapasitesine direkt etki eden parametre olduğu 

söylenebilmektedir. Tekstür analizinde yapılan çıkarımdan yola çıkılarak YÇE’nin su 
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tutma kapasitesine etkisinin bu denemede ısıl işlem tarafından maskelendiği 

düşünülmüştür. 
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5. YORUM 

Yapılan tez kapsamında, farklı ısıl işlem normlarında farklı derecelerde denatürasyonu 

hedeflenen BLG ile KCN etkileşimleri ve bu etkileşimlerin polifenol-protein 

etkileşimlerinden hangi yönde etkileneceği belirlenmeye çalışılmıştır. Bu anlamda, ısıl 

işlem görmüş ve çiğ sütten elde edilen rennet jellerinde yeşil çay polifenollerinin 

koagülasyon sürecine etkisi ve bu etkinin ısıl işlem ile ilişkisi değerlendirilmiştir.  

YÇE ilavesinin sütün rennet ile koagülasyon sürecine etkisi analizi sonucunda rennet ile 

koagülasyon sürecinin toplam süresinin YÇE ilavesi ile arttığı, yani süreçlerin YÇE 

ilavesi ile yavaşladığı gözlemlenmiştir. YÇE ve ısıl işlemin kombine etkisine 

bakıldığında ısıl işlemin tek başına faz sürelerini önemli ölçüde etkilemediği ancak faz 

sürelerindeki değişikliğin YÇE ilavesine bağlı olduğu düşünülmüştür 

YÇE ilavesinin kazeinomakropeptit (KMP) oluşumuna etkisi incelendiğinde ise 

koagülasyon denemelerinde YÇE ilavesi ile CN’le fenoliklerin etkileşime girerek 

kimozinin substratına ulaşmasını zorlaştırabileceği düşünülmüşken bu etki KMP 

denemelerinde görülmemiş ancak  BLG ile KCN etkileşimlerinin özellikle 85°C/30 dk 

ısıl işlem görmüş süt örneklerindeki  KMP oluşum hızının yavaşlamasında etkili olduğu 

düşünülmüştür.  

Dairesel dikroizm (CD) spektroskopisi ile yapılan deneme sonuçlarında 85 °C ‘de BLG 

yapısı dentüre olarak farklı ikincil yapı sayılarında artış görülmüştür. Hem artan ısıl işlem 

hem de artan YÇE konsantrasyonu benzer etkiler yapıtığı görülmüştür. Uzak görünür 

bölge gerçekleştirilen CD ölçümleri sonucu elde edilen veriler, ikincil yapı elementlerinin 

YÇE ilavesi ile çok önemli ölçüde değiştirmediğini göstermiştir. BLG-KCN 

sistemlerinde değişikliğin en fazla gözlendiği alan hem sıcaklık hem YÇE etkisi ile 

85°C/30 dk ısıl işlem uygulanmış örnek olup diğer iki örnekte (65°C/30 dk ısıl işlem 

uygulanmış ve ısıl işlem uygulanmamış süt örnekleri) önemli bi fark 

gözlemlenememiştir. (p>0,05). Yakın görünür bölge ölçüm sonuçlarına bakıldığında 

üçüncül yapı değişiklikleri için Trp19 bölgesindeki negatif tepeleri dikkate alınmıştır. 

Trp19 absorbansı ile üçüncül yapıdaki değişikliğin en fazla gözlendiği alan hem sıcaklık 

hem YÇE etkisi ile 85°C ile çalışılan örnek olup daha sonra sırasıyla 65°C ve ısıl işlem 

uygulanmamış süt örnekleri olmuştur. YÇE ile etkileşimin açıkça ortaya koyduğu 

farklılık özellikle 85°C’de BLG-KCN etkileşimleri varlığında yakın görünür bölge 
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çalışmalarında gözlemlenmiş ve  YÇE etkisinin her iki ısıl işlem formunda da üçüncül 

yapı değişikliklerine neden olduğu gözlemlenebilmiştir. 

 

Native- PAGE çalışmasında YÇE fenoliklerinin BLG ve BLG-KCN kompleksi ile 

etkileşiminin BLG’nin artan denatürasyon derecesi ile arttığı belirlenmiştir. 

Denatüre BLG ile fenolik etkilşimlerinin BLG’nin ısıl işlem ile indüklenen 

polimerleşmesine YÇE’nin önemli oranda etki ettiğini göstermektedir. 

BLG-KCN model sistemlerde ısıl işlemin BLG üzerine etkisi saf BLG model sistemler 

ile benzer olduğu görülmüştür. YÇE ilavesinin ardından 65°C 30 dk ve 85°C’de 30 dk 

ısıl işlem görmüş örneklerde, BLG monomerine ait bandın kaybolduğu ancak aynı 

bölgede daha silik ve sürüntülü bir bant yoğunluğu olduğu görülmektedir.  

Tekstür analizinde oluşturulan jel ile yapılan ölçümlerde YÇE ilavesinin  çiğ süt ve 65°C 

ısıl işlem görmüş jelin sertliği azalmış olup 85 °C ısıl işlem görmüş süt ile oluşan jelimsi 

yapıda rennet jeli sıkılığına ulaşılamamıştır bu sebeple yorumlanması doğru 

olmayacaktır. Çiğ Süt ve 65 °C/30dk ısıl işlem görmüş sütle yapılan jellerde ise sertliğin 

azalmasını etkileyen parametre YÇE ilavesi değil değil  ısıl işlem olmuştur. Tekstür 

analizinde yapılan çıkarımdan yola çıkılarak YÇE’nin su tutma kapasitesine etkisinin bu 

denemede ısıl işlem tarafından maskelendiği düşünülmüştür. 

Tez kapsamındaki tüm analiz sonuçları gözden geçirildiğinde yapılan analizlerde ısıl 

işlemin bir sonucu olarak ortaya çıkan BLG- KCN etkileşimleri üzerine YÇE ilavesinin 

etkisi olduğu açık bir şekilde ortaya konmuştur. Bu etki BLG denatürasyonu ile beraber 

BLG-KCN etkileşimlerinin kimozinin substratına ulaşmasını zorlaştırabileceği ile paralel 

olarak YÇE ilavesi ile de CN’le fenoliklerin etkileşime girerek kimozinin substratına 

ulaşmasını zorlaştıracak şekilde olmuştur. BLG denatürasyonunu YÇE etkisi 

belirginleştirmiştir. Native PAGE analizlerinde ısıl işlem ile oluşan büyük agregatların 

YÇE varlığında oluşmadığı görülmüş ve YÇE’nin protein-protein etkileşimlerine bu 

yönde etkisi olduğu gözlemlenmiştir. Isıl işlem ve YÇE ilavesinin özellikle BLG’ün 

denatüre olduğu sıcaklık normlarında peynir jellerinin özelliklerini değiştireceği kanısına 

varılmıştır. 

Gıdaların protein bileşeninin biyoaktif bileşenlerin taşıyıcı olarak kullanımı, herhangi bir 

duyusal olumsuzluğa yol açmaksızın, bu bileşiklerin bağırsaklara taşınımını hedefleyen 

fonksiyonel gıdaların üretimi gündemdedir. Bu anlamda, süt ürünleri hem yüksek 
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besleyici değeri hem de tüketim miktarları dikkate alındığında önem taşımaktadır. Çeşitli 

süt ürünlerinin fenolik bileşikler ya da ekstraklar ile zenginleştirilerek üretilmesi 

konusunda çeşitli çalışmalar literatürde yer almaktadır. Ancak bu çalışmaların çoğunun, 

elde edilen fonksiyonel üründe fenolik bileşiklerin biyolojik aktiviteleri üzerine 

yoğunlaştığı görülmektedir. Proses sırasında karşılaşılabilecek problemleri önceden 

görmek ve proses şartlarını optimize etmek amacı ile süreç boyunca fenolik bileşiklerin 

gıdalardaki makromoleküller ile etkileşiminin belirlenmesi elzemdir. Bu tez çalışması ile 

fenolik bileşiklerin, ısıl işlem ile indüklenen protein-protein etkileşimlerini nasıl 

yönlendirdiği belirlenmiş ve  fonksiyonel peynir üretiminde optimize edilmesi gereken 

işlem basamaklarının belirlenebileceği düşünülmüştür.  

Tez çalışması sonucu elde edilen verilerin, yoğun olarak çalışılan protein-fenolik 

etkileşimleri ve fonksiyonel süt ürünleri üretiminde karşılaşılabilecek sonuçlara dair 

literatüre önemli katkılar sağlayacağı düşünülmektedir. Literatür katkısının yanı sıra 

yapılan çalışmalar sonucunda elde edilen bulguların özellikle ısıl işlem uygulanacak 

fonksiyonel süt ürünleri üretimine önemli katkı sağlayacağı düşünülmektedir. Bunun 

sebebi özellikle süte ilave edilen polifenollerin süte uygulanacak olan ısıl işlemlerle 

etkisinin ne yönde olacağı bu tez kapsamında ortaya konmuştur. Ürün tasarımında 

özellikle ısıl işlem normlarına karar verirken polifenol-protein ya da protein-protein 

etkileşimlerinin son üründe hangi sonuçlara yol açabileceğine ışık tutan bu çalışmanın 

yeni ürün tasarım çalışmalarına katkıda bulunması düşünülmektedir. 

Bu çalışma sonrasında özellikle farklı sıcaklık normlarında farklı polifenoller ve süt 

proteinleri ile yapılan çalışmalar çeşitlendirilebilir. Özellikle bağlanma 

karakteristiklerinin ısıl işlem ile ne şekilde değiştiği matematiksel çalışmalarla sayısal bir 

şekilde ortaya konması önerilmektedir. Aynı zamanda YÇE ilavesiin antioksidan 

aktiviteyi ısıl işlem varlığında ne yönde değiştireceği araştırılmalı ve net sonuçlarla ortaya 

konulmalıdır. Bu çalışmalar sonucunda fonksiyonel süt ürünleri üretiminde polifenolün 

eklenmesinin olumlu yanları ortaya koyulmalıdır. 
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EKLER 

EK 1 –Kullanılan Süt örneklerinin Genel Bileşimi 

 pH SH Protein 

(g/L)  

yağ Yağsız kuru 

madde (%) 

Çiğ süt 6.480.04 6.960.32 34.62.8 3.70.1 8.460.32 

65C/30 dk ısıl 

işlem görmüş süt 

6.520.04 6.520.20 33.63.2 3.50.2 8.320.26 

85C/30 dk ısıl 

işlem görmüş süt 

6.580.05 6.400.28 32.81.8 3.40.2 8.280.45 

 

EK 2 –Kullanılan Yeşil Çay Ekstraktının Fenolik İçeriği (1000 ppm derişimde 

hazırlanan YÇE’de bulunan flavonoid derişimleri)  

Flavonoid C EC ECG EGC CG EGCG GCG TOPLAM 

Derişim 

(mg/L) 

20.3 82.2 68.0 49.6 10.2 203.5 5.9 439.7 

% 

Flavonoid 

4.6 18.7 15.5 11.3 2.3 46.3 1.3 100 
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EK 6 - Tez Çalışması Orjinallik Raporu 
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