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Siite uygulanan 1s1l islem siiresince siddetine bagli olarak, serum proteinlerinin
denatiirasyonu, «k-kazein/B-laktoglobulin  kompleks olusumu, kalsiyum fosfat
presipitasyonu, Maillard reaksiyonu gibi fizikokimyasal degisimler meydana
gelebilmektedir. Bu ¢alismanin amaci farkli {iretim teknolojileri kullanilarak tiretilen
UHT siitlerde (direkt enjeksiyon ve indirekt tubular 1sil iglem), UHT yonteminin ve
homojenizasyon sirasinin (1s1l islem Oncesi ya da sonrasi) proteinler iizerine olasi
etkilerinin incelenmesidir. Arastirma sonucunda farkli hedef gruplar i¢in gelistirilecek siit
bazli sivi diriinlerin iiretiminde kullanilacak teknolojilere karar verme siirecinde
belirleyici olacagi disiiniilmektedir. Yerel bir siit firmasinda belirtilen amaglar
dogrultusunda UHT siit tretimleri yapilmistir. Kontrol grubu olarak ¢ig siit ve

kaynatilmig (100 °C, 10 dk) siit 6rnekleri kullanilmistir.



Cig siitlin ve 1s1l islem uygulanmus siitlerin pH s14.6 ya getirilerek izoelektrik kazein elde
edilmistir. Ayn1 zamanda tiim siit Orneklerinden ultrasantrifiij islemi kullanilarak
(135000xg, 60 dk, 20 °C) kolloidal kazein de elde edilmistir. Santrifiij islemi ile ayrilan
serum ve pellet dondurularak muhafaza edilmis, daha sonra ise liyofilizasyon islemine
tabi tutularak dondurularak kurutulmustur. Ormnekler titresimsel (vibrasyonel)
yontemlerle incelenerek 1s1l islem yonteminin ve homojenizasyon sirasinin siit protein
konformasyonundaki olas1 etkileri arastirilmistir. Bu amagla, Azaltilmis Toplam
Yansimali  Fourier doniisimli kizil6tesi spektroskopisi (ATR-FTIR) ve Raman
spektroskopisi (1064 nm lazer kaynagi) kullanilmistir. Bu sayede amit (A, B, 1-VII)
baglar1 ve diger konformasyonel baglarin varligina bagl olarak proteinlerin a-heliks, -
sheet (tabakali) yapilar ve degisimleri hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir. Genel
olarak; ¢ig siitle karsilastirlldiginda UHT uygulamasi ve homojenizasyon
kombinasyonunun siit proteinlerinin serum fazindaki dagilimini farklilagtirdigini ve
protein konformasyonunda degisimlere neden oldugu vibrasyonel analiz yontemleri ile

ortaya konmustur.

Siit drneklerinin ATR-FTIR ve Raman spektrumlar ele alindiginda, UHT siit tiretiminde
kullanilan teknolojilerin (direkt veya indirekt) ve homojenizasyon uygulamalarinin
protein konformasyonlari tizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Genel olarak drneklere ait
Raman spektrumlart arasinda pik profilleri bakimindan belirgin farkliliklar
goriilmemekle birlikte, pik yogunluklariin UHT uygulama modeline gore degiskenlik
gosterdigi belirlenmistir Olgiimlerin degerlendirilmesinde kemometrik ydntemlerden
temel bilesen analizi (PCA) kullanilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda siite uygulanan
homojenizasyon sirasit ve 1sil islem yontemi degistikge, 6zellikle proteinlerin ikincil
yapisini belirlemede kullanilan amit-1 1700-1600 cm™ bolgesinde ve proteinler hakkinda
genel bilgi veren amit-11 1600-1500 cm™ bolgesinde farkliliklar gdzlemlenmistir. Sonug
olarak dipol-moment degisimleri, hidrojen baglari, a-heliks, B-tabakali ve B-turns
(sarmal) yapilarindaki geometrik yonlendirmeden faydalanilarak sicakligin etkisi ile siit
proteinlerin ikincil yapisindaki degisimler vibrasyonel yontemler ile kolay ve hizlica

belirlenebilir, UHT siit iiretim modifikasyonlar1 dizayn edilebilir.

Anahtar Kelimeler: UHT Siit, ATR-FTIR, Raman, siit proteinleri, 1sil islem,

homojenizasyon
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Depending on the severity of the heat treatment applied to milk, physicochemical changes
such as denaturation of serum proteins, k-casein/p-lactoglobulin complex formation,
calcium phosphate precipitation, Maillard reaction may occur. The aim of this study is to
examine the possible effects of UHT method and homogenization sequence (before or
after heat treatment) on proteins in UHT milk produced using different production
technologies (direct injection and indirect tubular heat treatment). As a result of the
research, it is thought that the technologies to be used in the production of milk-based
liquid products to be developed for different target groups will be decisive in the decision-
making process. UHT milk samples were produced in a local dairy company according
to the stated purposes. Raw milk and boiled (100 °C, 10 min) milk samples were used as

a control group.



Isoelectric casein was obtained by bringing the pH of raw milk and heat-treated milk to
4.6. At the same time, colloidal casein was obtained from all milk samples using
ultracentrifugation (135000xg, 60 min, 20 °C). Serum and pellet separated by
centrifugation were preserved by freezing and then freeze-dried. The possible effects of
the heat treatment method and homogenization order on milk protein conformation were
investigated by analysis the samples with vibrational methods. For this purpose,
Attenuated Total Reflectance Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) and
Raman spectroscopy (1064 nm laser source) were used. In this way, important
information was obtained about the o-helix, 3-sheet structures, and changes in proteins
depending on amide (A, B, I-VII) bonds and other conformational bonds. Generally,
compared with raw milk, it was demonstrated by vibrational analysis methods that the
combination of UHT application and homogenization differentiated the distribution of

milk proteins in the serum phase and caused changes in protein conformation.

According to ATR-FTIR or Raman spectra of milk samples, it was determined that the
technologies (direct or indirect) used in UHT milk production and homogenization
applications were effective on protein conformations. Although there are no significant
differences in peak profiles between the Raman spectra of the samples in general, it has
been determined that the peak intensities vary according to the UHT application model.
Principal component analysis (PCA), one of the chemometric methods, was used in the
evaluation of the measurements. As a result of the studies, as the homogenization order
and heat treatment method applied to milk changed, differences were observed especially
in the Amid-I 1700-1600 cm™ region, which is used to determine the secondary structure
of proteins, and in the Amid-I1 1600-1500 cm™ region, which gives general information
about proteins. As a result, the changes in the secondary structure of milk proteins with
the effect of temperature can be determined easily and quickly by using the geometric
orientation in the structures of dipole-moment changes, hydrogen bonds, a-helix, -sheets

and B-turns, and UHT milk production modifications can be designed.

Keywords: UHT Milk, ATR-FTIR, Raman, milk proteins, heat treatment,

homogenization
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1. GiRiS
Yiiksek sicaklikta kisa siireli 1s1l iglem uygulamas: (UHT) tiim diinyada igme siitii
iiretiminde en yaygin kullanilan teknolojidir. Ulkemizde de UHT siit, siit sektdriiniin en

bliyiik payimi olusturmaktadir. UHT uygulamasi, siitlin yiiksek sicaklikta (135-140 °C)
kisa stireli (1-4 s) 1s1l isleme tabi tutulmasi ile gergeklesmektedir (Fox ve Kelly, 2012).

UHT uygulamas: siit endiistrisinde indirekt ve direkt olmak {izere iki farkli sekilde
uygulanabilmektedir. Direkt UHT uygulamasi ile sterilizasyon, buharin siite
pllverizasyonu (injection) ya da siitiin buhara piilverizasyonu (infusion) yontemleri ile
gerceklestirilmektedir. Indirekt UHT uygulamasinda ise siit ile 1s1 kaynagi temas etmeden
sterilizasyon gerceklesmektedir. Bu teknoloji plakali 1s1 degistiriciler, siyirict yiizeyli 1s1
degistiriciler ya da tubuler holder sistemi ile olmak iizere {i¢ farkli sekilde
uygulanabilmektedir (Datta ve ark., 2002). Siit iiretiminde kullanilan 1s1l islemin hangi
yontemle yapildigi siit bilesenlerini Gzellikle proteinleri etkileyebilmektedir. Ayni
zamanda UHT siit tiretiminde kullanilan teknoloji (indirekt-direkt) ve 1si-siire normu da
siitlin besin degeri tlizerinde etkili oldugu gibi siit makro-bilesenlerinin (6zellikle
proteinlerin) yapisal 6zelliklerinde de degisimlere neden olabilmektedir. Bu degisimler
agirlikli olarak serum proteinlerinin sekonder ve tersiyer yapilarini stabilize eden
kimyasal baglarin kirilmasi ve denatiirasyon olarak degerlendirilmekte ve primer yapiya
sahip kazeinlerin de yapisal degisimlere ugrayabilecegi ongoriilmektedir (Wada ve
Lonnerdal, 2014).

Homojenizasyon yag globiillerinin boyutunu kiigiilterek siitlerde iist kisimda kaymak
olusmasini engelledigi i¢in; UHT siit {iretiminde uygulanmasi zorunlu bir islem
basamagidir. Homojenizasyon 1s1l islem oncesi (non-aseptik) veya 1sil islem sonrasi
(aseptik) uygulanabilmektedir. Homojenizasyon kosullari kazeinin molekiiler diizeyde
primer konformasyonunda degisim meydana getirmemesine karsin proteolize
duyarliligini etkileyebilmektedir. UHT siit iiretimi sirasinda homojenizasyon iki farkl
sekilde gerceklestirilmektedir. Homojenizasyonun 1sil islem Oncesi uygulanmasi
durumunda proteinlerin 1s1 stabilitesinde azalma meydana gelebilmektedir; ancak
homojenizasyon 1sil islem sonrasi uygulandiginda bu etki gériilmemektedir (van Boekel

ve ark., 1989). Bunun baslica nedeni, 1s1l islem 6ncesi homojenizasyon sonrasi olusan



yag globiil ara yilizeyine kazeinin (6zellikle B-kazeinin) adsorbsiyonu ve olusan yag-
kazein kompleksinin denatiire serum proteinleri ile interaksiyonu sonucu 1s1 koagiilasyon
stabilitesinin azalmasi olabilecegi bildirilmistir (Garcia-Risco ve ark., 2002).
Homojenizasyonun 1s1l islem sonrasi uygulanmasi durumunda ise kismen bozulmadan
kalan (semi-intact) kazein miselleri ve misel fragmentleri yag damlaciginin ara yiizeyini
kaplamakta; denatiire serum proteinleri dogal siit yag globiill membran (MFGM)

proteinlerine ve disiilfid kopriileri araciligi ile kazeinlere baglanmaktadir.

Tez kapsaminda, titresim (vibrasyonel) spektroskobik (Kizilotesi ve Raman
spektroskopisi) yontemler kullanilarak 1si1l islem ve homojenizasyonun sirasinin
degistirilmesinin  proteinlerin konformasyonunda etkisi incelenmistir. Kizilotesi
spektroskopi  (IR) ve Raman spektroskopisi birbirini tamamlayan vibrasyonel
yontemlerdir. Bu yontemler ile molekiiliin farkli bolgelerinde maddeyi olusturan
atomlarin arasindaki baglarin gerilme ve esnemesi ile olugan titresimsel enerji seviyeleri
olgtilmektedir. Ancak IR igin dipol moment degisimi gerekli iken Raman sagilmasi ayrica
polarizetedeki degisimlere de baglidir. Dipol-moment degisimleri, hidrojen baglari, a-
helices, B-sheets ve P turns yapilarindaki geometrik yonlendirmeden faydalanilarak
proteinlerin ikincil yapisindaki degisimler belirlenebilmektedir. Vibrasyonel yontemler,
amit (A, B, I-VII) baglar1 ve diger konformasyonel baglarin varligina bagli olarak
proteinlerin a-heliks, P-tabakali yapilar ve degisimleri hakkinda onemli bilgiler
vermektedir (Li-Chan ve ark., 1994a). Amit-l1 1700-1600 cm™ bolgesinde C=0O
esnemesinden ve N-H bagiin biikiilmesi sonucu amit grubunun olusturdugu titresimler
ile olugsmaktadir. Amit-11 bant 1600-1500 cm™ bslgesinde N-H biikiilmesi ve C-N baginin
esnemesi sonucu olugmaktadir (Barth, 2007). Amit-I bandi proteinlerin ikincil yapisinin
belirlenmesinde kullanilirken amit-II bandi proteinlerin genel yapisi hakkinda bilgi
vermektedir (Luinge ve ark., 1993; Etzion ve ark., 2004; Moore ve ark., 2010; Aernouts
ve ark, 2011).

Polar gruplar (C=0, N-H, O-H, vb.) IR spektroskopisi ile daha giiglii spektrumlar
verirken, polar olmayan gruplar (C=C, C-C, S-S, vb.) ise Raman bantlarinda daha daha
giiclidiir. IR ile Raman spektroskopisi arasindaki en biiyiik fark sulu ¢ozeltiler i¢in IR
spektroskopisinin kullanilamamasidir. IR spektoskopisinde HOH biikiilmesi giiglii bir

absorbansa neden olmaktadir. Bu sebeple sulu ¢dzeltiler i¢in Raman spektroskopisi daha
2



uygundur (Schwaighofer ve ark., 2018). Aralarindaki farklara ragmen IR spektroskopisi
ve Raman spektroskopisi birbirini tamamlayict vibrasyonel yontemlerdir ve protein

yapisini belirlemede ikisi birlikte kullanilmaktadir (Li-Chan, 2007).

IR spektroskopisi ile olusan spektrum molekiiler absorbsiyon ve iletilen radyasyonu
temsil etmekte ve boylece maddenin parmak izi elde edilebilmektedir. Raman
spektroskopisinde 1sikla 6rnegin etkilesimi sirasinda fotonlarin farkli enerji diizeyinde
sagilmas1 prensibine dayanmakta ve bu enerji farkliliklar1 molekiiliin titresim enerji
diizeyi farkindan kaynaklanmaktadir. Raman spektroskopisi siit endiistrisinde siklikla
kullanilan bir yontem olup, siitlerde hem kalite kontrol yapilabilmekte hem de kantitatif
analiz yapmak miimkiin olmaktadir. Ayrica protein-yag etkilesimlerini, peptid-fosfolipit
etkilesimlerini, proteinlerin ikincil yapisini belirlemek icin de kullanilabilmektedir
(Ikeda, 2003). Raman spektroskopisinin sulu 6rneklerde de 6l¢lim alabilmesi bu anlamda
bir avantaj olusturmaktadir. Isil islem ve homojenizasyon UHT siit prosesinde
uygulanmasi zorunlu islemlerdir ve endiistride bu iki prosesin sirast farkli sekillerde
uygulanabilmektedir. Bu islemler tekstiir, aroma, renk, beslenme degeri gibi 6zelliklerde
degisime neden oldugu gibi proteinler ve yag-protein interaksiyonlarinda da bazi

degisimlere neden olabilmektedir.

Bu calismanin amaci; UHT siit liretiminde kullanilan farkli 1s1l islem ydntemlerin
(indirekt-direkt) ve zorunlu bir proses olan homojenizasyonun uygulanma sirasinin siit
proteinlerinin  konformasyonel yapisindaki degisimlerin belirlenmesi, protein-yag

interaksiyonlarinin degisim gosterip gostermediginin arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Siit Bilesenleri

Siit, insanlarin gelismesi icin gerekli neredeyse tiim bilesenleri igeren ve ayni zamanda
enerji saglayan tek gidadir (Belitz, H.-D., Grosch, W. & Schieberle, 2009). Ulkemizde
tiiketimi yaygin olan inek siitii protein, yag ve karbonhidrat icerigi bakimindan oldukca
zengindir. Inek siitii yaklasik %4.5-5 laktoz, %3.5-5 yag, %2.8-3.5 protein ve %0.7 kiil
icermektedir (Griffiths, 2010). Ayrica siit insan beslenmesi igin gerekli vitaminler,

mineraller ve mikro-bilesenide i¢ermektedir.

Bir molekiil galaktoz ve bir molekiil glukozun birlesmesi ile meydana gelen laktoz
yalnizca siitte bulunan temel karbonhidrattir. Laktoz disinda eser miktarda glukoz,
fruktoz, glukozamin, galaktozamin ve noéraminik asit de siitte bulunan diger
karbonhidratlardandir (Asakuma ve ark., 2011). Laktoz miktari ise tiirler arasinda
degisim gosterdigi gibi, laktasyon periyodunda azalma gostermesi sebebi ile ayni tiirler
arasinda da degisim gosterebilmektedir ve inek siitlinde genellikle %3.6-5.5
bulunmaktadir (Bylund, 1995). Ayrica laktasyon siiresince degisim gostermesine ragmen
laktoz siitte bulunan protein ve yag bilesenlerine gore daha stabil kalan bilesendir

(Grimley ve ark., 2009;Heck ve ark., 2009).

Tiirler arasinda orani en fazla degisim gdsteren diger bir siit bileseni siit yagidir. Inek
stitiinde ortalama %3.5-5.0 yag bulunmasina ragmen Holstein ve Jersey tiirline sahip
ineklerde bu oran %6-7 ye kadar artmaktadir. Inek siitlerindeki yag miktar1 hayvanin
beslenmesine, yasina, laktasyon asamasina, sagim arasindaki siireye de bagli olarak
degisebilmektedir (Fox ve ark., 2017). Siit yagi cogunlukla trigliseridlerden olusmakta ve
digliseridleri, monogliseridleri, serbest yag asitlerini, A, D, E, K vitaminlerini
icermektedir. Siit yagi, bir membran ile cevrelenmis olarak kiiclik kiireler veya
damlaciklar halinde siit serumunda dagilmig halde bulunur. Siit yag globiil membrani
(MFGM) fosfolipit, protein/lipoprotein, notral gliseritler, serebrositler, kolesterol gibi
bilesenleri icermektedir. Siit yaginin globiiler ¢ap1 0.1-20 pm arasinda degismekte olup
ortalama 3-5 um dur (Fox ve ark., 2017).

Toplam konsantrasyonu %1’ den az olsa da siit; kalsiyum, sodyum, magnezyum, fosfor,

potasyum ve kiikiirt gibi bircok minerali igermektedir. Siit ve siit iirlinleri giinliik almamiz



gereken kalsiyum miktarinin %59 unu, fosforun %27 sinin, kalsiyum ve magnezyumun
ise % 10’unu karsilamaktadir (Lombardi-Boccia ve ark., 2003). Mineraller kazeinin
igcerisinde ¢oziinmiis sekilde siitte bulunmakta olup, bu da siit pihtilasma siirecini ve
peynir {iretimindeki verimi dogrudan etkilemektedir (Lucey ve Fox, 1993; Malacarne ve
ark., 2014). Ozellikle kalsiyum/kolloidal kalsiyum siit proteinlerinin dzelliklede kazeinin
konformasyonel ve teknolojik ozelliklerini etkilemektedir. Kazinin ve kimi serum
proteinlerinin 1s1l dayanimi kalsiyum varligi ile de iliskilendirilmektedir (Fox ve ark.,
2015). Siit bilesenleri ic¢inde bir diger ana bilesen siit proteinleri olup asagida

detaylandirilmistir.

2.2. Siit Proteinleri

Genel olarak proteinler bir amino grup (-NHz) ve bir karboksil (-COOH) grup ve o
aminoasite 06zgii spesifik bir grup (hidrofobobik-hidrofilik, negatif-pozitif, polar-
nonpolar) igeren aminoasitlerin birlesmesi sonucu olusan organik maddelerdir. Protein
yapilar1 birincil, ikincil, tglinciil ve dordiinciill olmak iizere 4 farkli seviyede
aciklanabilmektedir. Proteinlerin spesifik dizilis siras1 birincil yap1 olarak
aciklanmaktadir. Aminoasit zincirlerinin omurgasi olarak bilinen atomlarin digerleri ile
hidrojen baglar ile etkilesime girmesi sonucu olusan kararli yapilar ise ikincil yap1 olarak
tanimlanmaktadir. En bilinenleri a-heliks ve p-tabakali yapilardir. a-heliks —NH
grubunun bir C=0 grubu ile 4 rezidii uzakta hidrojen bag: olusturmasi ile ortaya ¢ikan
sarmal bir yapidir. B-tabakasi ise bir iplik gibi —NH grubu ile C=O grubu hidrojen bagi
ile birbirine bagldir. Ugiinciil yap:1 monomerik bir proteinin {i¢ boyutlu yapisini temsil
ederken, dordiinciil yap1 birden fazla alt birimden olusan proteinlerin tanimlanmasi igin

kullanilmaktadir (Li, 2016).

Siit proteinleri viicudumuz i¢in gerekli temel amino asitlerin birgogunu icermektedir. Asil
fonksiyonu viicudumuz i¢in gerekli esansiyel aminoasitleri ve mineralleri saglamak olan
slit ayn1 zamanda dokularin ve kaslarin geligsmesi i¢in de hayati 6neme sahiptir (FOX,
2016). Siitte bulunan proteinler hem esansiyel amino asitler bakimindan zengin olup
hemde biyoyararlilig1 oldukca yiiksek proteinlerdir. Siit proteinlerin biyoyararliliginin
yiiksek olmasi bitkilerde bulunan proteinlere kiyasla sindirilebilirligin fazla olmasindan
kaynaklanmaktadir ve farkli sekillerde iiretilebilirdir (Schaafsma, 2012). Siitte bulunan
proteinler fiziksel, kimyasal ve biyolojik fonksiyonlarina gore birgok farkli sekilde

gruplandirilabilir. En sik tercih edilen gruplama ise eskiden beri bilinen sicakliga



gosterdikleri hassasiyete gore kazein ve serum proteinleri olarak ayrilmasidir. Siit
proteinlerin %75-80 ini olusturan kazeinler pH4.6’da ¢6ziinmeyen pelet seklinde
bulunurken, serum proteinleri ise ayni kosullarda ¢6ziinmektedir (Walstra, 1999).

(Walstra, 1999) Cizelge 2.1°de temel siit proteinlerinin genel dzellikleri verilmistir.

Cizelge 2.1. Kazeinlerin ve serum proteinlerinin genel 6zellikleri (Fox, 2003).

Protein Molekiil Amino asit kalintilari Fosfat Kons.
agglal)gl Toplam  Prolin ~ Sistein grubusayist  (g/L)
as1-kazein 2(3164 199 17 0 8 10.0
as2-kazein 25388 207 10 2 10-13 2.6
B-kazein 23983 209 35 0 5 9.3
k-kazein 19038 169 20 2 1 3.3
B-laktoglobulin 18227 162 8 5 0 3.2
a-laktalbumin 14175 123 2 8 0 1.2

2.2.1. Serum Proteinleri

Kazein asitle veya enzim ile ¢oktiirlilerek diger proteinlerden ayrilabilmektedir, bu
sekilde ¢oktiirme islemi yapildiktan sonra siitte kalan poteinler serum proteinleri olarak
adlandirilmaktadir. B-laktoglobulin (B-LG), o-laktaloumin (o-LA), serum albumin,
immunoglobulinler, ve proteaz-pepton fraksiyonu serum proteini olarak bilinen baslica
proteinlerdir (Farrell ve ark., 2004). Sicakliga kars1 hassas olan serum proteinleri Ca*? ye
kars1 kazeinler gibi hassas degildir (Fox ve ark., 2000). Siit isitildiginda serum proteinleri
denatiire olmaktadir ve kazeinler ile veya kendi aralarinda kompleks bir yapi
olusturabilmektedir. Siit 60 °C nin lizerindeki sicakliklara 1sitildiginda siitte bulunan
major serum proteini olan B-LG denaturasyonu baslamaktadir. Denaturasyon B-LG’de
stilfir aminoasidinin oldugu yerde baslamaktadir ve B-LG ile k-kazein arasinda, B-LG
ile a-LA arasinda siilfiir kopriileri olusmaktadir (Bylund, 1995). Bu yapinin olugmasi
ozellikle siitiin rennet ile pihtilagma 6zelligini bozmakta ve fermente siit {irlinlerinin

reolojik ozelliklerini degistirebilmektedir.

Serum proteinlerin ikincil ve dordiinciil yapiya sahip globuler yapis disiilfit baglarindan,
hidrofobik etkilesimlerden, hidrojen baglarindan van ders waals etkilesimlerinden

kaynaklanmaktadir (Singh ve Havea, 2003). Globuler yapinin Yyiizeyinde bulunan



hidrofilik kalintilardan dolay1 ¢ok fazla disiilfit bag1 icermesinden dolay1 siitte bulunan
serum proteinleri genis bir pH araliginda ¢6ziiniir formda bulunmaktadir (Dissanayake ve
Vasiljevic, 2009). Ayrica serum proteinlerinin globuler yapisi diger molekiillere karsi bir

protein bariyeri olusturarak proteolize kars1 dayanakli hale getirmektedir (De Wit, 1998).

B-LG siitte bulunan ana serum proteinidir ve serum proteinlerinin %50’sini toplam
proteinin ise %12’sini olusturmaktadir. B-LG A, B ve C varyantlarina sahiptir ancak A
ve B varyanti yapisal kararlilikta farklilik gostermektedir. B-LG toplam molekiil agirligi
yaklasik 36.6 kDa dur (Fox, 2003). Bunun 18,362 kDa 166 aminoasitten variyant A ve
18,276 kDa 162 aminoasitten olusan variyant B olusturmaktadir. Bu iki varyant
birbirinden 64. ve 118. aminoasit kalintis1 bakimindan ayrilmaktadir. Varyant A Asp (64)
Val (118) igerirken, varyant B de bunlarin yerine Gly (64) ve Ala (118) nin gelmektedir
(Alexander et al., 1989). Varyant B, varyant A dan daha az 1s1ya stabil oldugu i¢in varyant
A, B ye gore daha kiiglik agregatlar olusturur (Jakob ve Puhan, 1992). Genetik
polimorfizme bagl olarak inek siitleri AA, BB veya AB varyant kombinasyonlarini

icerebilmektedir.

B-LG’nin her monomeri 5 adet sistein kalintist icermektedir. Sistein formlarinin
intramolekiiler disiilfit baglar1 Cys66-Cys160 ve Cys106-Cys119 arasinda olusmaktadir.
Dogal yapi i¢inde gomiilii olan Cys121 ise intramolekiiler disiilfit bag1 icermemektedir

(Kontopidis ve ark., 2004).

B-LG proteinlerin tasinmasinda rol oynamaktadir. B-LG midede asitlere ve proteolize
direngli oldugu i¢in anneden, yeni dogana retinoliin taginmasindan sorumludur (Miranda
ve Pelissier, 1983). Palmitat da Vitamin A gibi B-LG baglanmaktadir, bu sebepten 6tiirii
stitiin i¢erisinde ki B-LG siitiin yag asidi metabolizmasi ile de iligskilendirilmektedir (Perez

ve Calvo, 1995).

Inek siitii yaklasik 1.2-1.5 g/L o-LA igermekte yani serum proteinlerinin yaklasik %20
sini olusturmaktadir. 14 kDa agirliginda olan a-LA 123 aminoasitten olugmaktadir.
Esansiyel aminoasitler bakimindan da oldukga zengin olan a-LA Trp, Phe, Tyr, Leu, lle,
Thr, Met, Cys, Lys, ve Val aminoasitlerini igermektedir. Bu temel aminoasitlerde toplam

amino asit kompozisyonun %63.2 sini olusturmaktadir (Brew ve ark., 1970).



Laktoz sentezleme enzim sistemini diizenleyen protein a-LA oldugundan siitteki laktoz
konsantrasyonu dogrudan o-LA konsantrasyonu ile ilgilidir (Caffin ve ark., 1985).
Laktoz sentezinde sinirlayici olan glukozu tutarak N-asetil-glukozaminin $-1,4 galaktosil
transferaza baglanmasini engelleyerek glukozun galaktosil transferaza baglanmasini
artirir. Siitteki ozmotik basincin korunmasindan sorumlu olan bilesen laktozdur, buda

dolayisi ile a-LA fizyolojik rolii ile saglanmaktadir (Brew, 2003).

a-LA ayrica kalsiyum metalloprotein olarak tanimlanmaktadir. Kalsiyum, ¢inko ve diger
metaller a-LA baglanmaktadir. Bunun en iyi kaniti ise kalsiyumun uygun sekilde
katlanmasi ve native protein formunda disiilfit baglarinin olusum formlaridir (Chrysina

ve ark., 2000). Ca*? nin baglanmasinin 6nemi ise a-LA’nin 1s1 stabilitesini artirmasidir.

2.2.2. Kazein

Siite uygulanan asitlestirme sonucu pH’nin 4.6 ye diisiiriilmesi ile olusan, ¢dziinmeyen
kisim kazein olarak adlandirilmakta ve inek siitiindeki proteinlerin yaklasik %80’ini
olusturmaktadir. Bu gruptaki proteinler birincil yapilarin homolojisine gore asi-, asz-, B-
ve k-kazein olarak simiflandirilmaktadir. Sirasiyla toplam kazeinin %40, %10, %40 ve
%10’unu olusturmaktadir (Wong ve ark., 1996).

Kazein yiiksek miktarda prolin icermesi, az miktarda sistein igermesi ve hidrofobik
olmasi gibi bazi dzellikleri ile diger proteinlerden ayrilmaktadir. Kisa uzunlukta a- heliks
sarmal1 haricinde bagka bir yap1 olusturmazlar ve yalnizca az miktarda iigiinciil yapiya
sahiptirler. Kazeinin bu az miktarda ikincil ve {iglinciil yapiya sahip olmasindan Otiirii
kazein molekiiliin denatiire olmasi da olduk¢a zordur. Ayrica kazeinin ikincil yapiya
sahip olmamasi ona daha esnek bir yap1 kazandirir ve bu agik yap1 aminoasit zincirindeki
hidrofobik kisimlara maruz kalir. Kazein yapisinda ki bu agik yapi kazeinin, pepsin gibi

bazi enzimler tarafindan proteolizine neden olmaktadir (Swaisgood, 2003).

Kazeinler laktojenik hormonlara cevap olarak meme bezinde biiyiik kolloidal agregatlar
olarak sentezlenen fosfoproteinlerdir. Serin aminoasidine bagli olarak bulunan bu fosfat
gruplarinin negatif yiikiinden dolay1 kazeinler iyonlar1 ozellikle de Ca*? iyonunu

baglayabilmektedir. Siitteki kalsiyum miktariin artmasiyla kazeinlerin de ¢okme egilimi



artmaktadir. Fakat kazeinin tiim fraksiyonlari Ca*? ye karsi aymi hassasiyete sahip
olmayip en fazla hassas olan as2- ve an az hassasiyete sahip olan k-kazeindir (Ginger ve
Grigor, 1999).

Inek siitiindeki toplam proteinin yaklasik %40’m1 osi-kazein olusturmaktadir. 199
aminoasit kalintisindan olusan bu protein, Ser 45, Ser 47, Ser 64, Ser 66, Ser 67, Ser 68,
Ser 75 ve Ser 115 gibi 8 ile 16 arasinda Ser kalintisina sahiptir (Huppertz, 2013).

Aminoasit dizilimi de gdz oniine alindiginda yaklasik molekiil agirligi 23 kDa dur.

Negatif yiike sahip olan osi-kazein ayni zamanda yiiksek fosfat icerigine sahiptir. os1-
kazein pH 6.6’da ve 0.05 M iyonik giicte iki adimda birlesmektedir. Daha yiiksek pH ve
daha yiiksek iyon molaritesi degerlerinde kazein konsantrasyonu ve iyon giicii yiiksek

olmasina ragmen birlesme azalir ve hatta zamanla kaybolabilir (Walstra ve ark., 2006).

asi-kazeinin ikincil yapisi birgok ¢alismada incelenmistir. Byler ve Susi (Byler ve Susi,
1986) yaptigi bir ¢alismada proteinlerin ikincil yapisin1 Fourier doniisiim infrared (FTIR)
spektroskopisi ile incelemis ve asi-kazeinin ikincil yapisinin olmadigini belirlemistir.
Fakat bu ¢alismanin aksini iddia eden ¢alismalarda literatiirde mevcut olup; Herskovits
(Herskovits, 1966) as1-kazeinin yapisinda a-heliksin %5-15, Byler (Byler, 1988) %8-13
ve Malin (Malin, 2005) ise %13-15 arasinda oldugunu bulmustur. $-tabakali yap1 ise as1-
kazeinin yapisinda Byler (Byler, 1988) ’e gore %17-20, Malin (Malin, 2005)’ ¢ gore ise

9013-15 arasinda bulunmaktadir.

asi-kazein, kalsiyuma hassas bir proteindir, 3-8 mM CaCl eklendiginde ¢okmektedir
(Bigham ve ark., 1972). pH’nin 7.0’nin altina diismesiyle asi-kazeine kalsiyumun
baglanma ihtimali diismektedir, ayn1 zamanda pH’daki azalma ile as1- kazeinin ¢okelmesi

icin gerekli kalsiyum miktar1 da artmaktadir (Dalgleish ve Parker, 1980).

Toplam kazeinin %10’unu olusturan asy-kazein, molekiiller aras1 ve molekiiller igi
baglarla olusmus Cys36 ve Cys40 olmak iizere iki adet sistein kalintis1 icermektedir. 171
aminoasitten olusan asy-kazeinin yaklasik molekiil agirligi 24.3 kDa dur. as2-kazein 5
farkli bolgeye ayrilmaktadir; 1-41 ve 42-80 bolgesi yiiksek yiike diistik hidrofobiklige
sahip fosfopeptid bolgesi, 81-125 yiiksek hidrofobiklige sahip pozitif yiikle yiiklenmis



bolge, 126-170 disiik fosfat icerigine sahip negatif yiikli bolge ve 171-207 yiiksek
hidrofobiklige sahip ve yiiksek yiike sahip bolgedir (Farrell ve ark., 2009).

Ikincil yapiy1 inceleyen bir¢ok calisma literatiirde mevcut olup ¢alismalar arasinda
farkliliklar mevcuttur. Garnier ve ark. (Grewal ve ark., 1978), as- kazeinin ikincil
yapisinin %54 a-heliks, %15 B-tabakali (sheet), %19 B-sarmal (turns) yap: ve %13
spesifik olmayan yapidan olustugunu belirtmislerdir. Fakat yapilan baska bir ¢alismada
da Farrell ve ark. (Farrell ve ark., 2009) ise %46 a-heliks, %9 B-tabakali, %12 B-sarmal,
%7 poliprolin 11, %19 kesintili a-heliks veya p-tabakasi ve %7 spesifik olmayan ikincil

yap1 oldugunu gostermistir.

as-kazein 2 mM dan daha az kalsiyumla bile etkilesime girdiginde c¢okme
gerceklesebilmektedir, bu da Ca*? ye kars1 en hassas kazein oldugunu desteklemektedir

(Walstra ve ark., 2006).

Inek siitiiniin yaklasik %35’ini olusturan p-kazein 209 aminoasit kalintis1 icermektedir
(Mercier ve ark., 1971). Bu 209 aminoasidin molekiil agirligi 23.6 kDa’dur, 5 Ser
kalintisinin fosforilasyonu sonucu molekiil agirligi 24.0 kDa olmaktadir. f-kazeinin 1-40
aminoasitleri diisiik hidrofobiklige sahiptir ve bu kisim toplamda 2 adet Pro kalints1 ve 5
adet fosforilasyona ugramis Ser (Serl5, Serl7, Serl8, Serl9 and Ser35) kalintisi
icermektedir (De Kruif ve Holt, 2003).

B-kazein sabun molekiilii gibi bir polar bir basa ve apolar uzun bir zincire sahip
oldugundan etkilesimi de sabun molekiiliine benzer sekilde meydana gelmekte, miseller
olusmaktadir ve bu miseller 20-30 molekiil igermektedir (Walstra ve ark., 2006). p-
kazeindeki farkli polarlik ve hidrofobik etkilesimler yiiksek sicakliklarda kendi kendine
etkilesime girebilecegini agik¢a gosterebilmektedir. 0-4 °C sicakliklarda B-kazeinin
monomer yapist gozlemlenirken, bu sicakliklarin altina diisiildiigtinde polimer yapilar
bile neredeyse tamamen yok olmaktadir. Yani B-kazein +4 °C nin altinda yapidan
ayrilmaktadir, buda siitiin viskoziteni artirmaktadir. Fakat gergeklesen bu olay geri
dontigimliidiir, sicaklik 4-5 °C nin iizerine ¢ikarildiginda kendi kendine birlesim yaparak
biiyiik polimerler olusmaktadir (Walstra ve ark., 2006).
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B-kazein, asi-kazein ve asy-kazeinleri ile karsilastirildiginda kalsiyuma karsi daha diistik
hassasiyete sahiptir, asi-kazein 3-8 mM Ca*? ve as-kazein 2 mM Ca*? den daha az
miktarda kalsiyumla etkilesime girdiginde, p-kazein ise 37°C de 8-15 mM Ca*? varliginda
¢okebilmektedir (Dalgleish ve Parker, 1980).

B-kazeinin ikincil yapisi i¢in literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde %7-25 a-heliks (Qi
ve ark., 2004), %15-33 B-tabakasi, %20-30 B-sarmali (Creamer ve ark., 1981) ve %20-25

poliprolin Il (Syme ve ark., 2002) yapisinin mevcut oldugu gortilmektedir.

Inek siitiindeki toplam kazeinin %10 unu olusturan «x-kazein diisiik fosforilasyona ve
diisiik kalsiyum hassasiyetine sahip olmasindan sebebiyle glikolize form olusturabilen
tek kazein fraksiyonu olmasindan dolay1 diger kazein fraksiyonlarindan ayrilmaktadir.
Kazein fraksiyonlari arasinda post-translasyon sonucu glikozilasyona ugrayan tek protein

k-kazeindir (Vreeman ve ark., 1986).

k-kazein 169 aminoasitten olugsmaktadir ve rennet enzimi Phel05-Met106 bagina etki
ederek «-kazeini burdan bolmektedir, bu kisma kadar olan hidrofilik bolim
glikomakropeptid (GMP) veya kazeinomakropeptid olarak adlandirilmaktadir,
hidrofobik olan diger kisim ise para k-kazein olarak bilinmektedir. Bu bagin ayrilmast siit
endiistrisinde pthtilasmay1 saglayan ilk adim oldugundan 6nemli bir asamadir (Wong ve

ark., 1996; Farrell ve ark., 2004).

Siitte bulunan «-kazeinler Cysll ve Cys88 iki adet sistein kalintsi igerdiginden
molekiiller aras1 ¢apraz disiilfid baglar1 olugsmaktadir (Swaisgood et al., 1964). Rastgele
disiilfid baglari ile olusan bu kompleks Cysll ile Cys88, Cysll ileCysll, Cys88 ile
Cys11 ve Cys88 ile Cys88 arasinda olugmaktadir.

Byler ve Susi (Byler ve Susi, 1986) proteinlerin ikincil yapist ile ilgili yaptigi bir
caligmada k-kazeinin %10-20 a-heliks, %20-30 B-tabakasi ve %15-25 B-sarmal yapiya
sahip oldugunu belirlemistir. Farrell ve ark. (Farrell ve ark., 2003)’ nin yaptig1 baska bir
calismada ise 10-70 °C arasinda sicaklik artik¢a a-heliks yapinin arttigi, B-tabakasi ve -

sarmal yapisi ise sicaklik artisi ile azaldigi gézlemlenmistir.
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Kalsiyum hassasiyeti ise diger kazein fraksiyonlara oranla oldukga diisiiktiir. Ayrica
kalsiyumla baglanan karboksil gruplart Ca*2 nin 3 mM konsantrasyona kadar artmakta ve
bu degerden sonra diismektedir. Bu sebeple k-kazeinin Ca*? ye duyarsiz oldugu agikca
goriilmektedir (Ono ve ark., 1980).

2.3. Siit Uretimi Icin Uygulanan Isil islem Yontemleri

Isil islem, siit teknolojisinde sterilizasyonun saglanmasi amaci ile uygulanmasi zorunlu
bir islemdir. Siitte sterilizasyonu saglamak amaci1 ile farkli yOntemler
uygulanabilmektedir. Bunlardan ilki daha distiik sicakliklarda gercgeklestirilen patojen
mikroorganizmalarin sayisini azaltmayir amaglayan pastorizasyondur. Pastorizasyon
islemi i¢in ise yiiksek sicaklik (72-80 °C) ve az zamanda (15-30 sn) yapilan HTST veya
diisiik sicaklik (63°C) uzun siire (30 dk) uygulamasi ile halen endiistride kullanilan LTLT
olmak {izere farkli yontemler uygulanabilmektedir (Lewis ve Deeth, 2008). Siit
endiistrisinde daha yaygin kullanilan diger bir 1s1l islem yontemi ise UHT (ultra high
temperature) isitmadir. 135-150 °C sicaklikta 1-10 saniye uygulanan UHT ydnteminde
stitte bulunan biitiin bakteriler, sporlar ve hatta bir¢ok enzim inaktif edilmektedir (Fox ve
Kelly, 2012).

ISIL iSLEM YONTEMLERI

DIREK-INDIREK

INDIREK ISITMA DIREK ISITMA KOMBINASYONU

SIYIRICI

TUBULAR Is! PLAKALIISI : . -
P Wi ZEYLI IS
DEGISTIRICI DEGISTIRICI oecisTiICIER ENIEKSIYON INFUZYON

Sekil 2.1. UHT Siit Uretimi i¢in Isil Islem Y&ntemleri.

Pastorizasyon iglemi ile siitte bulunan tiim bakteriler inaktif hale getirilmekte ve ayni
zamanda bazi proteolitik ve lipolitik enzimler ise aktifligini korumaktadir. Bu
sebeplerden dolay1r UHT siit daha giivenilir ve daha uzun 6miirlii olan siittiir. Literatiirde
UHT siit tiretimleri de farklilik gostermektedir; 110 °C de 30 saniye, 130 °C 30 saniye
veya 145° C de 1 saniye seklinde uygulanabilmektedir. Ancak 110 °C de 30 saniye
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uygulama biitiin enzimler inaktif hale getirebilmekte fakat biitiin bakteriyel lipaz ve
proteazlari inaktif edememektedir. Bunun sonucunda da siitte Mailard reaksiyonu, lisin
kaybi, vitamin ve minerallerde kayiplar ve pH de diisme gozlemlenebilmektedir. Daha
yuksek sicakliklarda yapilan 145°C de 1 saniye yapilan 1s1l islem de ise tiim enzimler
inaktif edilemez 6zellikle de plazmin, bakteriyel lipaz ve proteazlar etkilenmeden kalir
ve yalnizca pigmis tat gelisir. Bu sebeplerden 6tiirii ideal UHT islemi normu 130°C de 30
saniye olarak belirlenmistir (Walstra ve ark., 2006).

Siit endiistrisinde direkt ve indirekt olmak iizere iki farkli yontem kullanilarak UHT siit
tiretimi gergeklestirilmektedir (Sekil 2.1). Genellikle UHT siit indirekt sistemler igin
fabrikalarda plakali 1s1 degistiriciler veya tubular 1s1 degistiriciler kullanilarak, direkt

sistemler i¢in ise enjeksiyon yontemi kullanilarak tiretilmektedir.

2.3.1. Direkt Isil islem
Enjeksiyon veya infiizyon olmak {izere siit endiistrisinde iki farkli sekilde
kullanilmaktadir. Enjeksiyon islemi siitiin i¢erisine 1s1 kaynagi olarak buhar verilmesi ile

gerceklesmektedir. Bu yontemde buhar dogrudan siite enjekte edilir .

o =>

I

buhar

infiizyonu

vakum
tanka

Sekil 2.2. Direkt 1s1l islem yonteminin uygulamada kullanimi (Kelleher ve ark.,

2018)’den uyarlanmistir.
Direkt 1s1l islem de asil kullanilan diger bir yontem ise buharin i¢ine siitlin piiskiirtiilmesi

ile gergeklestirilen infiizyon yontemidir (Sekil 2.2). Buhardan siite enerji transferi

sirasinda 1s1 kaybi daha az oldugundan ve daha homojen bir 1sitma sagladigi i¢in bu
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yontem daha kullanigh bir yontemdir (Campell, 2013). Direkt 1s1l islemle (inflizyon,
enjeksiyon) tretilen UHT siit akim basit semasi1 Sekil 2.3 ve 2.4’de verilmistir.

Sut 6n isiticiya gonderilerek 6n 1sitma yapihir.

|

Isitilan sit, dagiticiya pompalanir.

Buhar Gizerine puskurtulmesiile sttln
sterilizasyon sicakligina gelmesisaglanir

l

Sterilize edilen st 75-80 °C ye sogutulur.

l

Aseptik homojenizasyonislemi yapilir.

l

Soguk su ile 25°C ye sogutulan sit
aseptik olarak ambalajlanir.

Sekil 2.3. Direk UHT infiizyon yontemi ile siit iiretim akis semas1 (Burton,1988).

Isitma bolmesine pompalanan sute
on 1sitma islemi uygulanir.

L

75-85 °C de uygulanan sttin 6n 1sitma islemi
Sicak su sirkiilasyonu veya vakum altinda
buharin yogunlastinilmasi ile saglanir

Yuksek basingh pompa yardimi ile buhar
Enjektdorine pompalanan siite buhar enjekte edilir.

Sit burada 135-150 °C ye kadar isitilir.(2-4 sn)

l

Sut vakum tankina alinarak aniden 76 °C ye
kadar sogutulur.

25-30 MPa basing altinda aseptik
homojenizasyon yapilir.

On isitma boliumindeki soguk su ile sogutulup,
Aseptik dolum yapihr.

Sekil 2.4. Direk UHT enjeksiyon yontemi ile siit {iretim akis semas1 (Burton, 1988).
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Indirekt 1s11 islem ydntemleri ile karsilastirildiginda, direkt 1s1l islem yéntemlerin her iKisi
de daha az kimyasal degisime ve daha az protein denatiirasyonuna sebep olmaktadir

(Oldfield ve ark., 1998; Lorenzen ve ark., 2011).

2.3.2. Indirekt Isil Islem

Glintimiizde igletmelerde direkt yonteme gore daha fazla kullanilmakta olan indirekt 1s1l
islem yonteminde sicak siitiin gelen soguk siitii 1sitmasi prensibi ile %80-95 oraninda
enerji geri doniisiimii saglanabilmektedir. indirekt sistemlerde 1sinacak olan siit 1s1nan
ortamin tersi yonde akmaktadir. Bu da iki akis arasindaki sicaklik farkini minimum
diizeye indirerek 1s1 degistirici yiizeyindeki kirlenmeyi azaltmakta ve daha iyi kalitede
{iriin elde etmemizi saglamaktadir (Deeth ve Datta, 2011). Indirekt 1s11 islem amaci ile

degisik sistemler kullanilmakta olup bunlar asagida 6zetlenmistir.

Plakali Is1 Degistiriciler

Plakali 1s1 degistiriciler (PHE) rejenerasyon, 1sitma, tutma ve sogutma boliimii olmak
tizere 4 boliimden olusmaktadir. Is1 degistiriciye gelen siit 1sinirken bir taraftan da soguk
siit gegmektedir. Daha sonra sicak su ile iyice 1sinan siit bekleme tiipiine gelerek burada
sterizilasyon asamasi gerceklestirilir (Sekil 2.5). Isinan ve sogutulan siit daima ters
akishidir ve iki plaka arasinda ki sicaklik sabittir. Plakali 1s1 degistirici ile yapilan 1sitma
isleminde bir¢ok birbirine paralel plaka bulunmaktadir, bu nedenle plakalar arasindan
stitiin  gecisi diizglin bir sekilde ve yliksek hizda olmaktadir. Ayrica plakalarin
yiizeylerinin dalgali olmasi sayesinde tiirbiilans akig ile 1s1 transferi artmaktadir
(Gutierrez ve ark., 2011). Plakali 1s1 degistirici ile yapilan 1sitma sistemlerinde ki
sinirlayici etki maksimum basincin 20.4 bar ve maksimum sicakligin 150 °C olmasidir
(Abu-Khader, 2012). Plakali 1s1 degistirici ile yapilan 1s1l islem birim basina biiyiik alana
sahiptir. Bu nedenle genel 1s1 aktarim hiz1 yiiksek ve 1s1 kaybi diisiiktiir. Ancak siit
plakalar arasindan gegerek 1sindigindan sistem kirlenmeye meyillidir ve plakalarin

yiizeyinde birikmeler olusabilmektedir (Velez-Ruiz, 2009).
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SGtan temas ettigi ylzeyler sterilize edilir

:

Sat ilk 1s1 degisim boliminden gegerek
on 1sitmaya maruz kahr. (65-85 °C)

4

Uygun basin¢gta homojenize edilir.

Sit son i1si degisim bolimiine gelerek, sicak
su buhari sayesinde 135-150 °C ye isitilir.

Depolama sicakligina sogutulur ve dolum yapilir.

Sekil 2.5. Plakal1 1s1 degistirici ile UHT siit iiretimi yapilan fabrikalarda liretim akis plani
(Burton, 1988).

Borulu (Tubular) Is: Degistiriciler

Plakal1 1s1 degistiricilere gore birim hacim basina daha az alana sahiptir ve 1sitilan iirlin
ile 1sitmada kullanilan ajan arasindaki sicaklik ¢ok fazladir. Kirlenmeyi engellemek ve 1s1
transferini artirmak amaci ile yliksek akis hizi ve dolayisiyla yiiksek basinglar

kullanilmaktadir (Deeth ve Datta, 2011).

Pompa yardimi ile depolama tankinda
bulunan sut isiticiya génderilir.

.. . . Proses tasarim asamasinda
Onsitma islemi uygulanir. 2 adet homojenizasyon valfi

bulunabileceginden
l homojenizasyon
sterilizasyondan &nce veya

| Homojenizasyon | sonra uygulanabilir.

l

| Buharla isitma |

]

| Son sterilizasyon |

]

| Sogutma |

Sekil 2.6. Borulu 1s1 degistirici ile UHT siit iiretimi yapilan fabrikalarda tiretim akis plani
(Burton, 1988).

Siit silindir bir tiip (boru) igerisinde tutulurken, 1sinmay1 saglayan buhar veya sicak su

tiipiin disindan akmaktadir ve iki akigkan arasindaki 1s1 transferi 1s1l iletim ve 1s1l taginim
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ile gergeklesmektedir. Plakali 1s1 degistirici ve direkt sistem ile karsilastirildiginda daha
kiigiik yiizey alanina sahip olmasi ve akigkanin daha biiyiik bir yaricapta akmasi sebebi
tiirbiilansin daha az olusmasini saglar ve dolayisiyla genel 1s1 aktarim hiz1 daha diisiiktiir
(Richardson, 2001). Borulu 1s1 degistirici kullanilan durumlarda plaka yerine borular
kullanildigindan ve bu sebeple geometrik olarak kolayca degistirilebildiginden yiiksek
basing ve yiiksek sicakliklara ¢gikmakta sorun olmamaktadir (Walstra ve ark., 2006)

Swywricilt Is1 Degistiriciler

Siyiricil 1s1 degistiriciler viskoz, yapiskan ve topakli iiriinlerin 1sitilmasi ve sogutulmasi
islemi igin kullanilmaktadir. Bir siyirict 1s1 degistirici silindir, 50-130 mm’ye kadar
yarigapt degistirilebilir rotor ve ¢esitli bigaklardan olusmaktadir. Kiiciik yaricaptaki
rotorlar biiytik partikiillerin gegmesine izin verirken, biiyiik yarigaptaki rotorlar ise kalma

sliresini azaltmakta ve daha iyi bir termal proses saglamaktadir (Bylund, 1995).

Bu sistemde iiriin sisteme asagidan girmekte ve yukariya dogru pompalanmaktadir.
Uriine esit miktarda 1s1 transferi saglanmasi i¢in donen bigcaklar iiriiniin silindir
duvarindan tamamen uzaklasmasini saglamaktadir. Ayni zamanda donen bigaklar
sayesinde yiizeyde kalintilardan temizlenmis olur ve birikme engellenmektedir. Bu
sistemde iriiniin akis hizi, rotor yarigapt ve rotor hizi iriiniin Ozelliklerine gore
ayarlanabilmektedir. Bu nedenle siyirici 1s1 degistiriciler recel, tatli, ¢ikolata gibi viskoz
tirtinler i¢in uygundur. Ayrica yaglarin kristalizasyonu i¢inde kullanilmaktadir ancak siit

endiistirisinde ¢ok tercih edilen bir 1sitma yontemi degildir.

Sekil 2.7. Siyirict yiizeyli 1s1 degistirici (Bylund, 1995).
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2.4. UHT Siitte Isil islem Sonucu Meydana Gelen Degisimler

Isil islem asil amact mikroorganizmalar1 dldiirerek siitii glivenli hale getirmek olsada
stitte fiziksel ve kimyasal degisimlere sebep olmaktadir. Renk ve aroma gibi tiiketicilerin
direk anlayabilecegi 6zellikleri etkiledigi gibi ayn1 zamanda beslenme degerinde kayip,
serum denaturasyonu, enzim inaktivasyonu, amino asit zincirlerindeki kimyasal
degisimler, maillard reaksiyonu gibi kimyasal degisimlere de sebep olmaktadir (Fox ve
ark., 2015).

2.4.1. Fiziksel Degisimler

Isil iglemin renk iizerine gesitli etkileri mevcuttur. 50 °C’ye kadar geri doniisiimli bir
reaksiyon gergeklesmekte ve sicaklik ile birlikte beyaz renk orani artmaktadir. Bu
degisimin tiiketiciler tarafindan gozlemlenmesi zor olsada laboratuvar kosullarinda
spektrofotometre ile belirlenebilmektedir. Sicaklikla rengin bu sekilde degismesi ise
kalsiyumun yapidan ayrilarak misel yapisina gogii ile agiklanabilmektedir (Burton,
,1988).

60 °C iizeri sicakliklara ¢ikildiginda ise geri doniisiimsiiz olarak siit renginde fark
edilebilir beyazlagsma gerceklesir. Siitteki bu degisimin sebebi ise serum proteinlerin
denatiire olarak kazein miseli ile kompleks olusturmasidir (Burton, 1988). Bilindigi iizere
11l islem dozu daha da arttikea siitte olusan maillard reaksiyonu sonucu kahverengilesme
meydana gelir. Maillard reaksiyonu siit proteinleri ile 6zellikle lisin ile siit sekeri olan
laktoz arasinda meydana gelen bir reaksiyondur. Maillard reaksiyonu sonucu olugan
tirtinler melonoidlere doniiserek kahverengi renk olusumuna neden olmaktadir (Burton,

1988).

Tat ve koku olarak iki farkli duyu ile algilanabilen her tiriine 6zgii spesifik lezzetini veren
algilanan lezzete aroma denilmektedir. Cig siitte ugucu ve ucucu olmayan bir¢ok aroma
bileseni bulunmaktadir. Ugucu olmayan aroma bilesenleri laktoz ve ¢6ziinmiis tuzlardir.
Siitte bulunan ¢6ziinmiis tuzlar ve miseller kazein sayesinde tatlilik azalsada yinede siitte
baskin bir tattir. Ucucu bilesenlerden olan dimetil siilfit, diasetil 2-metilbiitanol ve
aldehitler ise taze ¢ig siitiin karekteristik tadin1 vermektedir (Walstra ve ark., 2006). UHT
slitlin aromasinda 1s1l iglem sonucu degisiklige sebep olan bilesiklerden birisi B-LG

yapisinda bulunan silfidril (-SH) gruplaridir. Siit 70°C {izerinde 1s1l isleme maruz
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birakildiginda B-LG denature olmakta ve denature olan B-LG ayrilan siilfidril gruplari

serbest hale gecerek siite ‘pismis tat’ aromasini kazandirmaktadir (Burton, 1988).

Siitiin daha yiiksek sicakliklarda (115 °C ve lizeri) 1s1l isleme maruz birakilmasi ile olusan
olay da ‘sterilizasyon tadi’ olarak adlandirilmaktadir. Laktozun maillard reaksiyonuna
ugramasi sonucu bozunmasi ile meydana gelen bilesiklerden bazilari diasetil, laktonlar,
maltol, isomaltol ve benzaldehittir. Maltol, isomaltol ve furanonlar koétii tattan
sorumluyken olusan diger aroma bilesenleri ise yag asitlerinin pargalanmasindan
sorumludur (Walstra ve ark., 2006). Sonug¢ olarak UHT siitiin 1s1l islem sonucu
karakteristik lezzetini etkileyen en 6nemli bilesikler siilfidril gruplar ile ketonlar ve

laktonlardir.

2.4.2. Kimyasal Degisimler

2.4.2.1. Serum Proteinleri Denatiirasyonu

Denatiirasyon peptit baglarinin agilmasi yani bagka bir deyisle peptit gruplar arasinda
yada gruplar i¢inde reaksiyon olusarak orijinal yapisindaki katlanmay1 engellenmesi ve
dogal yapinin bozulmasidir. Proteinler denatiirasyona ugradiktan sonra biyolojik

aktivitesini kaybetmekte ve ¢oziiniirlikkleri azalmaktadir (Walstra ve ark., 2006).

Siitte bulunan serum proteinleri; a-laktalbumin, B-laktoglobulin, serum albiimin ve
immunoglobulin 60°C iizeri 1s1l isleme ugradiginda denatiirasyonlar1 baslamaktadir.
Sicaklik ve siireye bagl olarak denatiirasyon orani artabilmektedir. Serum proteinlerin
+25

denaturasyonu sicakliga bagli oldugu gibi, pH ve Ca
gostermektedir (Law ve Leaver, 2000; Ozer, 2001; Ozer ve ark., 2002)

ye bagimli bir karakter de

UHT uygulamasinda basta denaturasyona ugrayan proteinler serum proteinleridir.
Kazeinler yalnizca kovalent baglar ile stablize edilen primer yapiya sahip olmalarindan
dolay1 yiiksek 1s1l uygulamalara kars1 (140 °C’de 1-2 saat 1s1 uygulamasi vb.) direncli
kabul edilirken globiiler yapiya sahip serum proteinleri 1s1 etkisi ile denatiire olmaktadir.
Sicakligin etkisi ile sekonder ve tersiyer yapilarinda degisim meydana gelen serum

proteinlerinden 6zellikle B-LG etkilenmektedir.
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Denatiire olan B-LG ile k-kazein arasinda tiyol-distilfit kopriileri lizerinden etkilesimler
olusmaktadir (Wada ve Lonnerdal, 2014). Tiyol gruplari okside olmadikg¢a ve disiilfit
baglarinin pozisyonu degismedik¢e serum proteini denatiirasyonu tersinir karakter
tasimaktadir. 70-90 °C arasindaki sicakliklarda kii¢iik molekiil agirlikli -LG molekiilleri
birleserek biiyiik agregatlar olusturmaktadir. Bu olusum birkag¢ basamakli bir iglemdir ve
ilk asamada tiyol-disiilfid gruplar1 interaksiyonu araciligi ile B-laktoglobulin molekiilleri
bir araya gelmektedir (Manderson, 1999; Schokker ve ark., 1999; Havea ve ark., 2001).
Ikinci basamakta, kalsiyum kopriileri, hidrojen ve hidrofobik baglar da devreye girmekte
ve serum proteini kompleksinin stabilitesi artmaktadir. Son olarak, olugan serum proteini
agregatlari ile k-kazein arasinda tersinmez karakterli bir interaksiyon olugmaktadir (Ozer
ve ark., 1997). Agregasyon orani k-kazein ve B-LG interaksiyonu agirlikli olarak B-LG
varyantlarindan etkilenmektedir (Robitaille ve Ayers, 1995; Cho ve ark., 2003). B-LG BB
genel olarak 1s1ya duyarli iken, AA ve CC varyantlar1 kismen 1stya daha dayaniklidirlar

(Ozer ve ark., 1997; Bikker ve ark., 2000).

Yukarida belirtildigi tizere, siit 1s1tildig1 zaman B-LG, kazein miselinin disinda bulunan
k-kazein ile etkilesime girmekte ve bdylece kazein miseli denatiire B-LG ile ¢evrilmis
olmaktadir. pH 6.9 nun iizerinde olmasi durumunda x-kazein/B-LG kompleksi isitma
sirasinda miselden ayrilir, pH 6.5-6.7 araliginda ise k-kazein/B-LG kompleksi miselde
kalir ve miseli stabilize ederek miselin ¢ozliniirligiinii azalmaktadir (Singh ve Fox, 1987).
Sicakligin 90 °C {izerine ¢ikmasi pH’nin 5.8-7.3 arasinda olmas1 durumunda yapisi acilan
proteinleri sinirlayici etki yapmasindan dolayi, sicaklik artasada denatiirasyon oranindaki
artts ¢ok kiiciik miktarda olabilmektedir (Tolkach ve Kulozik, 2005). Denatiirasyon
sonucu B-LG ve k-kazein arasinda misel yiizeyinde olusan bu etkilesim sicaklik artisi ile

as- Ve B-kazein’in ayrigmasini engellemektedir (Liu ve ark., 2019).

2.4.2.2. Kazein Misel Yapisindaki Degisimler

Kazeinlerin ¢ogu taze siitte kiiresel geometride 40-300 nm ¢apinda bulunmaktadir.
Partikiiller yaklasik 10* kazein molekiilii icermektedir. Bu kazein miselleri ayn1 zamanda
baska bilesenler de igermektedir, yaklasik 8 g/100 g kazein olacak sekilde kalsiyum fosfat
Ve proteaz-pepton bunlardan bazilaridir. Miseller, yiizeylerinde su tutarlar ve hafif negatif

yiike sahiptirler.
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O Submisel

Peptit
zincirleri

Kalsiyvum
fosfat
50 nm

Sekil 2.8. Kazein miselinin sistematik modellenmesi (van Bookel ve Walstra, 1989).

Kazeinler, serum proteinlerinin aksine istya olduk¢a dayaniklidir. Ancak siit 1sitildigi
zaman kazein miseli agregasyona ugrayabilmektedir. Bu tiir bir agregasyon iyonik
kalsiyum konsantrasyonundan etkilenen hidrofobik baglanma bdlgelerine maruz kalmasi
ile meydana gelmektedir. Iyonik kalsiyum konsantrasyonun azalmas: baslangigta ki

agregasyonu da azalmaktadir (Fox ve ark., 2015).

Yiiksek fosforilasyon seviyesi sebebi ile asi-, asz- ve B kazeinler kalsiyumu giiglii bir
sekilde baglayabilmektedir ve bu da kazeinlerin agregasyonuna ve prespitasyonuna neden
olabilmekte ve bu nedenle 1siya karsi kararligi degisebilmektedir. Normal sartlarda
kazeinler 1stya kars1 hassas degildir, 6rnegin sodyum kazeinatin denatiire olabilmesi i¢in
140°C de 1 saat 1sitilmas1 gerekmektedir. Fakat bazi durumlarda 1s1l islemin siddetine
bagli olarak siitte bulunan kazeinlerde molekiiler arasi distilfit baglarinin veya molekiiler
aras1 izopeptid baglarinin acgilmasi sonucu defosforilasyon ve dolayisi ile agregasyon

gozlemlenebilmektedir (Fox ve ark., 2015; Anema, 2021).

Hosttetler ve arkadaslar1 (Hosttetler ve ark., 1965) elektron mikroskobu ile yaptigi bir
calismada pastorizasyon sicakligindan daha siddetli 1s1l islemin kazein misel boyutunu
arttirdigini gostermislerdir. Bunun sebebinin ise serum proteini denatiirasyonu ile kazein
miselinin agregasyonun artmasi veya kalsiyum fosfatin yer degistirmesi ile misel
boyutunun artmasina bagl oldugu distiniilmektedir. Misel ¢apindaki artisa ek olarak
kiiciik partikiillerinde sayis1 da artmaktadir. Serum proteinleri olmadiginda siit 90-150 °C

151l igleme maruz birakildiginda kazein ¢Oziiniir forma ge¢mektedir ve bu kiigiik
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partikiillerin 1s1l islem sirasinda kazein miselinden ayrilan ¢oziiniir kazeini temsil ettigi

disiiniilmektedir (Burton, 1988; Anema, 2021).

2.4.2.3. Tiyol Gruplarinin Reaksiyonlari

Sisteinde bulunan SH- gruplari oldukga reaktiftir ve pH 6.1, 6.4 ve 6.7 de sirasiyla %0.04,
%0.08 ve %0.16 oraninda bulunmaktadir. Isil islem sonucu serum proteinlerinin
denatlirasyonu ile reaktif tiyol gruplari artmaktadir ve 1sil islem ile —S-S baglarinin
pozisyonu degismektedir. Disiilfit gruplarindaki degisimler protein molekiiliiniin

konformasyonunu etkileyebilmektedir.

-S-S ve SH- gruplarinin ¢ogunlugu siitte fazla konsantrasyonda bulunan ve serbest tiyol
grubu iceren B-LG’den kaynaklanmaktadir. Isitma sirasinda tiyol gruplari ¢ok reaktif
olurlar ve geri doniisiimsiiz reaksiyonlar meydana gelmektedir. Aslinda hidrojen siilfiir
yag globiil membran proteinin bir parcasidir ve bu yiizden yagsiz siitlin 1sitilmasi sonucu
neredeyse hi¢ hidrojen siilfiir tiretilmezken kremanin 1s1l islemi sonucu ¢ok daha fazla

hidrojen siilfiir agiga ¢ikabilmektedir (Walstra ve ark., 2006).

2.4.2.4. Maillard Reaksiyonu

Maillard reaksiyonu 1s1l islem uygulamalari ile ortaya ¢ikan reaksiyonlardan biridir ve
proteinlerin serbest amino gruplari ile indirgen sekerlerin serbest aldehit grubu arasinda
meydana gelmektedir. UHT siitte ise siit sekeri olan laktoz ve esansiyel aminoasitlerden
olan lisin arasinda bir reaksiyon sonucu olarak baslangicta Schiff baz1 olusmakta ve daha
sonra laktulosillisin olugsmaktadir. Maillard reaksiyonu baslangig, ileri ve son asama
olmak iizere 3 asamada olugsmaktadir. UHT siitte 1s1l isleme bagli meydana gelen maillard
reaksiyonun ileri asamasinda furfural, hidroksimetilfurfural, asetol, diasetil, aldoller,
aldehitler ve azot igermeyen polimerler olusmaktadir. Son asamasa ise tiiketiciler
tarafindan da gozlemlenebilen kahverengi rengin olustugu yani olusan bu {iriinlerin
kahverengi azotlu polimerlere ve melanoidlere doniisiimiin gergeklestigi asamadir (Urgu

ve ark., 2017).

Maillard reaksiyonun UHT siitlerde bilinen en 6nemli etkisi esansiyel bir aminoasit olan

lisinin biyolojik olarak kullanilmasin1 engellemesidir. Protein polimerizasyonu, lezzet
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bilesenleri ve mutajenik, antioksidatif ve antikarsinojenik bilesenler ve HMF olugumu da

diger 6nemli etkilerindendir.

Morales ve ark. (Morales ve ark., 2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada 1s1l islem ile
HMF arasinda ki iligki incelenmistir. Isil islem yogunlugunun artmasiyla birlikte HMF
degerlerinin yiikseldigi tespit edilmistir. HMF degerleri, diisiikten yliksege sirasiyla
pastorizasyon, direkt UHT islemi, indirekt UHT islemi ve klasik sterilizasyon islemi
uygulanan siitler olarak belirlenmistir. Siitte 1s11 isleme bagli olusan Maillard
reaksiyonunu, 1s1l igslem derecesinin yani sira reaksiyona giren seker konsantrasyonu ve
kompozisyonunu da etkilemektedir. Monosakkaritler ve indirgen disakkaritler reaksiyona
girmektedir ancak monosakkaritlerin disakkaritlere kiyasla daha hizli reaksiyona girdigi
belirlenmigtir. Laktozsuz siit ile yapilan bir ¢alismada olusan HMF miktarinin sasirtici
seklide daha fazla oldugu gosterilmistir. Bunun sebebini laktozun enzimatik hidrolize
ugrayarak glikoz ve galaktoza doniismesi, aminlerle (proteine bagl lisin ve diger NH-
uclar1) daha yiiksek reaktivite gdstermesine yol agarak Maillard reaksiyonu i¢in daha
uygun bir ortam olusturmasidir. Buna ek olarak, laktozsuz siitlere ilave edilen laktaz
enziminin de proteolitik aktiviteler gibi istenmeyen ug aktiviteler ile serbest aminoasit

miktarinda artisa neden olarak reaksiyonu etkiledigi belirlenmistir (Urgu ve ark., 2017).

2.4.2.5. Proteinazlar ve Proteoliz

Siitte dogal olarak alkalin proteinaz ve plazmin enzimleri bulunmaktadir. Cig siit yaklasik
0.3 mg/L plazmin ve 2.7 mg/L plazminojen i¢cermektedir. Aktif endojen veya ekzojen
plazminojen aktivatorlerinin etkisi ile plazminojen depolama sirasinda plazmine
dontisebilmekte ve plazmin miktar1 artmaktadir. Plazminin proteolizi sonucunda ise UHT
siitlerin depolanmasinda en ¢ok karsilasilan kusur olan jellesme gozlemlenebilmektedir
(Datta ve ark., 2002).

Plazmin ve plazminojen depolama sirasinda sorunlara neden olabildigi gibi 1s1l isleme
kars1 oldukga direncli olmalarina ragmen 1s1l islemden de etkilenebilmektedirler. Indirekt
11l islem ile yapilan proseslere kars1 hassasiyetleri direk 1s1l islem yontemine gore daha
fazladir. Manji ve ark. (Manji ve ark, 1986)’nin yaptig bir ¢alismada indirekt 1s1l islem
(145 °C, 3 sn) uygulanan siitlerde hi¢ kalint1 plazmin aktivitesi tespit edilmemis fakat

%19 orijinal plazminojen oldugunu belirtmistir. Infiizyon ydntemi ile yapilan direk 1s1l
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islem(142 °C, 5 sn) uygulanan siitlerde ise %19 plazmin aktivitesi ve %37 plazminojen
oldugu gosterilmistir. Plazmin aktivasyonunda UHT prosesinde 1sil islemin siddetinden
daha ¢ok sterilizasyon sicakligina getirilip siitiin bu sicaklikta kalma siiresinin daha
onemli oldugu vurgulanmistir. Sonu¢ olarak proteolizin genellikle direkt 1s1l islem
yonteminde indirekt 1s1l isleme gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bunun sebebinin
Ise proteinazlarin indirekt yontemde daha fazla inaktive edildiginden kaynaklandigi

belirtilmektedir (Anema, 2019).

2.4.2.6. Vitamin Kayiplar

Siit vitaminler acisindan oldukca zengin bir gidadir. Ozellikle yagda ¢oziinen A, D
vitamini ve suda ¢6ziinen B1, B2 ve C vitaminleri i¢in iyi bir kaynaktadir (Bylund, 1995).
C Vitamini, folasin, B12, riboflavin ve tiaminde UHT prosesi sirasinda pastorize siitten
daha fazla kayip vardir. UHT siit i¢in oksijenin miktari1 C vitamini stabilitesini en ¢ok
etkileyen faktdrdiir. C vitamini kaybi sadece 1s1l islemden degil, 1s1l islemden 6nce de
oksidasyondan kaynaklanmaktadir. C vitamininin toplam kaybi, okside olmus formun,
dehidroaskorbik asidin 1s1l kararsizligina baglanabilir (Barraquio, 2014a; Kilig-Akyilmaz
ve ark., 2022).

C vitamini stabilitesini olumsuz etkileyen en Onemli parametre oksijen varligi ve
kullanilabilirligidir. Genellikle siit isleme tesislerinde oOzellikle de indirekt sistem
kullanilanlarda yiiksek oksijen igerigine sahip olan siitler islenmektedir. Eger siit oksijen
ile doyurulursa, askorbik asit ve folik asit birka¢ dakika igerisinde kaybolabilmektedir
(Barraquio, 2014b).

Depolama sirasinda da UHT siit ve pastorize siitte vitamin kayiplarina
rastlanabilmektedir. Siitlin depolama sirasinda 1518a maruz kalmasi riboflavin ve

dolayistyla Vitamin A kayiplari i¢in temel etkendir (Barraquio, 2014b).
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Cizelge 2.2. Pastorize ve UHT siitte %vitamin ve mineral kayiplari (Burton, 1988;
Barraquio, 2014a; Kilig-Akyilmaz ve ark., 2022).

Besin Ogeleri Pastorize Siit UHT Siit

Suda Coziinen Vitaminler

Askorbik asit (C) %10-25 %15-25 (Direkt)
%31.6 (Indirekt)

Folik asit (Bo) %0-12 %10-20

Kobalamin (B12) %0-10 %0-30

Piridoksin (Be) %0-10 %0-10

Riboflavin (B.) %0-1 %0-10

Tiamin (By) %0-10 %0-18

Niasin (Bs) Anlamlh Kayip yok Anlamh Kayip yok

Pantotenik asit (Bs) Anlamlh Kayip yok Anlamh Kayip yok

Biotin (B7) Anlamlh Kayip yok Anlamh Kayip yok

Yagda Coziinen Vitaminler

A, D, E Vitamini Anlaml kayip yok Anlamh kayip yok

Mineral ve iz elementler Anlamli kayip yok Sinirh kayip (Indirekt)

2.5. Homojenizasyon

Homojenizasyon, UHT siit {iretiminde uygulanmasi gereken bir islemdir ve siit
endiistrisinde genellikle iki kademeli olarak uygulanmaktadir (1.basamak 125-150 bar;
2.basamak 50-75 bar). UHT siit proseslerinde kullanilan homojenizatorler genellikle
yiiksek basingli bir pompadan olugsmaktadir ve sivi halde olan siitiin homojenizasyon
kanali olarak adlandirilan dar bir kanaldan gegmesini saglamaktadirlar. Homojenizasyon
sirasinda vananin iist kisminda bulunan sivi yiiksek bir enerjiye sahiptir. Sivi valfe
girdiginde bu enerji kinetik enerjiye dontismektedir ve ¢ok yiiksek hiza sahip olan sivinin
dar bir kanaldan ge¢cmesi sonucu burada tiirbiilansa neden olmakta, bdylece sivinin

kinetik enerjisi kaybolmakta ve termal enerjiye donligmektedir.

Homojenizasyonun UHT islemlerinde uygulanmasimin asil amaci yag globiillerinin

boyutunu kiigiiltmek ve krema olusumunu 6nlemektir. Biiyiik yag globiilleri daha kiigiik
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globiiller haline gelirler ve bu sekilde yiizey alanlarinda artis meydana gelmektedir.
Proteinler tarafindan absorblanan yeni olusan yag damlaciklar1 birbiri ile ¢arpisirlar ve
protein ylizeysel yiikii kiiciik ise yeniden birlesme egilimi gosterirler. Yeterli protein
absorbe edilmemis ise carpisma etkisi yok olmaktadir. Valfin geciti esnasinda ¢arpisma
en az elli kez meydana gelmektedir. Yag damlalar1 bozulmasida bu esnada adim adim
olmakta yag damlaciklar1 birden fazla kii¢lik damlaciklara ayrilmaktadir. Boylece yiizey

yukii birkag kez azalir ve tekrar artar.

Homojenizasyon sirasinda veya homojenizasyondan sonra yag globiillerinin boyutu
degismektedir. Yag globiillerinin boyutunun belirlenmesinde homojenizatoriin tipi,
homojenizasyon basinci, homojenizasyon ka¢ adimda tamamlandigi (tek asamali veya iki

asamali olmasi durumu), protein yag orani ve sicaklik faktorleri etkili olmaktadir.

Siit homojenize edildiginde dogal globiil membran yiizeyi zarar gérmektedir ve dogal
bilesenlerinin %10-30" unu igeren membran zarar gormekte ve yeni formlar
olugmaktadir. Yeni olusan yiizey tabakasi miseller kazein ve bir miktar da serum proteini
icermektedir. Yiizeyde olusan bazi miseller hi¢ absorbsiyona ugramadan degismeden

kalirken ¢ogu misel yag-su ara yiizeyine yayilmaktadir (Sekil 2.9).

Plazma

Submisel

Serum proteini

Serum proteini
LiPID Kazein miseli

100 nm

Sekil 2.9. Serum proteini, kazein ve yag globiillerinin yapis1 (Walstra ve ark., 2006).
Homojenize yag globiillerinin yiizeyi ¢ogunlukla kazein tarafindan kaplanmakta ve yag
globiilleri biiyiik kazein miselleri gibi davranmaktadir. Kazein misel yapisinda

agregasyona sebep olan rennet eklenmesi, 1s1l islem gibi her reaksiyon homojenize yag

globiillerinin de agregasyonuna neden olabilmektedir (Walstra ve ark., 2006).
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Homojenizasyon yag globiillerini pargalayarak yaglarin yiizey alanini artirmaktadir.
Ozellikle kazein miselleri ve submiselleri gibi yiizey aktif maddelerin adsorbsiyonu
sonucu yeni partikiillerin yerine gegmektedir. Homojenize edilmis siit 1s1l isleme maruz
birakilirsa serum proteinleri adsorblanan misele baglanir ve bu da misellerin kendilerini
yeniden diizenlemesine neden olmaktadir. Ancak siit homojenize edilmeden Once 1s1l
islem uygulanirsa serum proteinleri denatiire olur ve kazein miselleri ile etkilesime
girmektedir. Homojenizasyon ve 1s1l islemin sirasi farkli protein interaksiyonlarina ve
farkli dagilimlarina neden olmakta ve bu nedenle protein stabilitesi ve proteinlerin
fonksiyonel 6zellikleri etkilenmektedir. Proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerinden rennetle
pihtilagsma stiresi 6zelligi en ¢ok etkilenen 6zelliklerdendir. Homojenize olmayan siite
gbre homojenizasyon islemi uygulanmis siitlerde daha diisiik rennet pihtilagsma siiresi
goriilmektedir. k-kazeinin homojenizasyon islemi uygulanmis siitlerde daha genis bir
alana yayilmasi ve daha az stabilite gostermesi, daha kolay hidrolize olmasi1 rennet ile
pihtilagma siiresini kisaltmaktadir. Siitiin 1s11 islemden sonra homojenize edildigi

durumlarda bu etki daha fazla gdézlemlenmektedir.

UHT siit proseslerinde siit ilk olarak homojenize edilip daha sonra 1sil islem
uygulandiginda siitiin 1s1 stabilitesi azalmaktayken 1sil islemden sonra homojenize
edildiginde bu etki goriilmemektedir. Bunun sebebi 1sil islemden kaynakli serum
proteinlerinin yag globiil yiizeyinde adsorblanmis kazein miselleri ile etkilesmesi sonucu

koagiilasyon meydana gelmesidir (Garcia-Risco ve ark., 2002).

Sharma ve ark. (Sharma ve ark., 1994)’ nin 1s1l islem ve homojenizasyonun siit proteinleri
lizerine yaptig1 bir ¢aligmada 1s1l islemden once uygulanan homojenizasyon isleminde
serum proteinlerin kazein miseline baglanma bdlgelerinin daha aktif oldugu ve yag
yiizeyine daha fazla yayildigi bu nedenle membrana katilma egiliminin fazla olduguna
deginilmistir. Serum proteinlerinin kazein miseline ve yag globiillerine oligomer olarak

degil monomer olarak baglandig1 sonucuna ulasilmistir.

Isil islem homojenizasyondan dnce uygulandigi durumda ise serum proteinlerinin etkisiz
hale getirilmesi ise sadece kompozisyonu degil ayn1 zamanda yag globiil membranin
yapisini da etkilemektedir. Isil iglemin homojenizasyondan sonra uygulanmasi ile
karsilagtirildiginda yag globiil membranina baglanan serum proteini miktarinin daha az

oldugu goriilmiistiir. Yine ayni calismada denatiire serum proteinlerinin yag globiil
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membranina distilfit baglar ile k- kazein ile baglandig: bilindiginden homojenize siitte
yag globiil membranina baglanan proteinlerden B-LG/x-kazein orani dl¢iilmiistiir. Sonug
olarak yag globiil membraninda ki kalint1 k-kazein miktarinin 1s1l isleme ya da 1s1l islem
ve homojenizasyon sirasinin degistirilmesine baglh olmadigi, yalnizca homojenizasyona
bagli oldugu belirtilmistir. Yag globiil membraninda bulunan B-LG/x-kazein orani ilk
olarak homojenize edilen daha sonra 1sil isleme maruz birakilan siitte, dnce 10 dk 6n
1sitma yapilip sonra homojenize edilen siite gore daha yiiksektir. Isil islemden 6nce
homojenize edilen siitlerde «-kazein molekiili basina birden fazla pB-LG

baglayabilmektedir (Sharma ve Dalgleish, 1994).

2.6. Protein Yapilarinin Tespitinde Kullamilan Analiz Metotlar:

Proteinlerin yapisal analizinde kullanilan birgok yontem vardir. Bunlar; kromatografik
teknikler (RP-HPLC, Iyon degisim, Jel filtrasyon, affinite, LC-MS, TOFF-MS vb),
elektroforetik teknikler (Kapiler elektroforez, SDS-PAGE, Ure-PAGE vb), Vibrasyonel
ve spektroskopik yontemler (FTIR, Raman, NMR spektroskopi vb), X-1smi1
kristalografisi ve kriyo-elektron mikroskop analizleri olarak siralabilir. Bu tez
kapsaminda ve tezin pargast oldugu proje kapsaminda kullanilan analiz yontemleri goz

Oniine alinarak asagidaki analiz metotlar1 agiklanmistir.

2.6.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Kromatografi genel bir karisimdaki bilesenlerin birbirinden ayrilmasi i¢in kullanilan
kalitatif ve kantitatif analizlerin yapilmasinin miimkiin oldugu bir yontemdir. Sivi
kromatografisi (LC) ise hareketli faz olarak siv1 faz1 kullanan, bilesenleri biiyiikliigiine,
molekiiler agirligina, hidrofobikligine veya biyolojik fonksiyonuna gore ayiran
kromatografik yontemlerden biridir. HPLC sistemlerinde yag asitleri, proteinler,
karbonhidratlar ve amino asitler ayirt edilebilmektedir. Bu nedenle siit ve siit tiriinleri

analizlerinde 6zellikle protein analizlerinde siklikla kullanilan yontemlerdendir.

Ters faz (RP) HPLC, hidrofobisite 6zelligine gore proteinlerin ayrilmasinda kullanilan en
hizli yontemlerden birisidir. Normal LC sistemlerin tersine RP-HPLC sistemlerinde
hidrofobik ve polar olamayan sabit faz ve polar mobil faz kullanilmaktadir. Ornek
karistmindaki molekiiller hidrofobik ve non-polar ise sabit faza baglanabilmektedir.

Hidrofobik gruplara ve daha uzun alkil zincirlerine sahip molekiiller, duragan faza
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yapilarinda polar gruplara sahip molekiillerden daha giiglii baglanmaktadirlar. Ayrica
polar molekiiller kolona ayn1 derecede baglanamazlar ve kolonu erken terk ederler. Yani
farkli hidrofobiklige sahip molekiiller farkli zamanda kolona baglanmaktadirlar ve
boylece molekiiller birbirinden ayrilabilmektedir. Proteinlerin tespit edilmesinde 214 nm
de UV dedektdr veya aromatik kalintilar tespit etmede 280 nm kullanilmaktadir. Analiz
sonunda bir kromatogram elde edilmektedir. Kromatogramda analiz yapilan absorbansa
karst alikonma siiresi yer almaktadir. Alikonma siiresi (RT); bir parcanin analiz
baslangicindan dedektor tarafindan yapilan maksimum tespitine kadar gecen siireyi
temsil etmektedir. Kromatogramda tespit edilen her pikin alani bagka bir maddeyi
belirlemektedir.

Siit proteinlerinin RP-HPLC ile analizinde hem kazeinin hem serum proteinlerinin ¢esitli
varyasyonlar ayirt edilebilmektedir. Ancak yapisal izomerler ayni hidrofobisiteye sahip
oldugundan onlart HPLC ile ayirt etmek miimkiin olmamaktadir. Isil islem sonucu
denatiire olmus proteinleri de dogal formdaki protein miktarinin belirlenmesinden sonra

karsilastirma yapilarak belirlenmesi miimkiindiir (Akkerman, 2014).

2.6.2. Elektroforez

Proteinlerin elektriksel alandaki hareketine gore ayirim prensibine dayanan elektoroforez
de proteinlerin ayrilmasinda, proteoliz ve denatiirasyon durumun belirlenmesinde siklikla
kullanilan yontemlerden biridir. Elektroforezin temel prensibi akrilamid ve bisakrilamid
arasindaki polimerizasyona baglidir, polimerizasyon sonucu bunlarin arasinda gapraz
baglar olusmakta ve capraz baglar arasinda gozenekler olusmaktadir. Akrilamid
bisakrilamid  konsantrasyonu  oram1  degistirilerek  jelin  gozenek  boyutu
degistirilebilmektedir. Jeldeki akrilamid orani arttikga gozenek boyutu kiigiilmektedir
(Akkerman, 2014).

Siit ve siit Uriinlerinde proteinleri ayirmak i¢in siklikla kullanilan SDS (sodium
dedosiilfat) poliakrilamid jel elektroforezi ve URE-PAGE kullanilmaktadir. Ure-PAGE
de proteinler, molekiil biyiikliigii ve elektriksel yilik oranina gore ayrilirken SDS-PAGE
de tiim proteinlerde, distilfid olmayan ikincil ve {igiinciil yap1 denatiire edilerek proteinler,

protein zinciri uzunlugundaki negatif yiikle kaplanir ve yalnizca molekiiler biiytikliigline
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gore ayrilmaktadir. Bu ayirim teknigi molekiillerin konformasyonel yapilarindan ziyade,

molekiiler biiyiikliikleri hakkinda bilgi almak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.6.3. Vibrasyonel (Titresimsel) Yontemler

Elektromanyetik dalgalarin materyal ile etkilesimi sonucu olusan titresimler olarak
tanimlanmaktadir. Elektromanyetik dalgalar bir¢ok farkli sekilde materyal ile etkilesime
girebilmektedir. Dalgalarin materyali gegebilir, yiizeyden yansiyabilir veya dalga
enerjisinin bir kismi1 materyal tarafindan absorblanabilir. Dalgalarin materyali gegmesi
iletim (transmission) yilizeyden yansimasi ise yansima (reflection) olarak
adlandirilmaktadir. Molekiil tarafindan absorblanan enerji molekiiliin donmesine veya
molekiil i¢indeki spesifik bir grubun titresimine veya molekiildeki bazi elektronlarin

uyarilmasina neden olabilmektedir (Subramanian ve ark., 2011).

Her molekiilde bulunan atomlar her zaman birbirine gore hareket halindedirler ve bu
nedenle atomlarin diizlemsel konumlari, bag uzunluklar1 degisebilmektedir. Bu kinetik
varyasyonlarin toplamina molekiiler titresim adi verilmektedir (Gok, 2013). Bu farkl

titresimler asagidaki sekilde gosterilmistir.
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Sekil 2.10. IR spekktrumunda gézlemlenebilen titresim modlari.

Vibrasyonel spektroskopi yontemleri elektomanyetik spektrumun dalga boyuna gore tige
ayrilmaktadir. Buna gore elektromanyetik spektrumun 0.78u— 1mm arasi kizilotesi
(Infared, IR) alandir. Bu bdlgenin 0.78-2.5u arasinda kalan kismi1 yakin-IR (NIR, dalga
sayis1 cinsinden ifade edilirse; 14000-4000 cm™), 2.5-15p arasinda kalan bolge organik



kimyada yararlanilan orta-IR (MIR, dalga sayis1 cinsinden ifade edilirse; 4000-400cm™)
bolgesi ve 15-1000 u (1 mm) arasindaki bolge ise uzak-IR (FIR, dalga sayis1 cinsinden
ifade edilirse; 400-4 cm™) olarak bilinmektedir (Subramanian ve ark., 2011). MIR
spektroskopisi, NIR spektroskopisinden daha fazla spektral bilgi igerir ve emme bantlari
daha iyi ¢oziiniirliikk gosterir. Genellikle, NIR bdlgesinin absorbans yogunlugu MIR
bolgesine gore daha diisiik oldugu igin hassas tespitleri zorlagtirir. NIR spektroskopisi,
MIR kadar duyarh degildir. Ciinkii absorpsiyon bantlar1 ¢ok daha genistir ve {ist iiste
binmislerdir. Bu nedenle protein gibi yapilarin analizinde daha ¢ok MIR bolge tercih
edilir (6rn, FTIR,ATR-FTIR).

Her molekiiliin farkli sekilde titresimleri mevcuttur. Baz1 baglar gerilme hareketi ile
titresim yaparken bazilar1 ise biikiilme hareketi ile titresime neden olmaktadir. Gerilme
hareketi atomlarin ayn1 yonde hareket ettigi (simetrik) ve atomlarin zit yonde hareket
ettigi (asimetrik) olmak iizere iki farkli sekilde meydana gelir. Biikiilme titresimleri ise
gerilmeden ¢ok daha farklidir. Ornegin makaslama, sallanma, kivrilma veya dalgalanma
gibi degisik geometrilerde olusabilmektedir. Bu titresimlerin uyarilmasi icin radyasyon
enerjinin molekiiliin zemin durumu ve uyarilmis hali arasindaki enerji degisimi ile tam
olarak eslesmesi ve molekiiliin dipol momenti mutlaka degismelidir. Bu iki kosul polarize

olmayan 1s1k igin rezonans kosullari olarak adlandirilmaktadir (Subramanian ve ark.,
2011).

Infrared spektroskopisi ve Raman spektroskopisi birbirini tamamlayan vibrasyonel
spektroskopisi yontemlerindendir. Proteinlerin sulu ¢dzeltilerinde protein yapist
hakkinda bilgi verebildikleri gibi film, toz, jel veya kristal gibi ¢esitli fiziksel durumlarda
proteinlerin yapis1 hakkinda bilgi elde edilebilmektedir. Infrared spektroskopisinde 6rnek
kizilotesi bolgede elektromanyetik radyasyonu absorbalayarak molekiiliin  farkli
bolgelerinde farkli titresimsel gegislere neden olmaktadir. Raman spektroskopisinde ise
ornek ultraviyole, goriiniir veya yakin kizilotesi bolgede bir lazer tarafindan uyarilir,
fotonun emisyonu ile dnce daha diisiik enerjili duruma doniigiir. Raman sagilmasinin
sonuglar1 lazer ile uyarildigindaki 1s1ma sonucu ortaya ¢ikan enerjiden farklidir. Raman
spektroskopisi de infrared spektroskopisi de baglarin gerilme yada esnemesi olusan
titresimsel enerji seviyesi ile iligkilidir. Ancak infrared(kizilotesi) absorbsiyon yapi

icerisinde dipol moment degisimi gerektirirken Raman sagilmasi ise polarizitede ki
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degisimlere baghdir. Polar fonksiyonel gruplar infrared spektroskopi de daha giiclii
spektrumlar verirken, polar olmayan gruplar ise Raman bantlarinda daha yogundur.
Ornegin C=0, N-H ve O-H gibi polar gruplar giiclii IR spekturumu verirken, C=C, C-C
ve S-S gibi apolar gruplar yogun Raman bantlar1 olusturmaktadir. Bu nedenle bu iki
vibrasyonel yontem birbirinin tamamlayicis1 olarak bilinmekte ve beraber
kullanildiklarinda daha derin bilgilere ulasilabilmektedir. Ayrica su infared bolgede giiglii
bir absorbisyona sahipken Raman da zayif bir sinyal vermektedir. Bu sebeple sulu
ornekler de Raman spektroskopisi ile ¢alismak biiyiik bir avantaj olabilmektedir (Li-
Chan, 2007).

FTIR (Fourier dontistimlii kizilotesi) spektroskopisi

IR spektroskopide kiziltesi radyasyon drnegin iginden gegerek kizilotesi radyasyonun
bir kismi 6rnek tarafindan absorblanmakta, kalan kismu ise iletilmektedir. Sonugta olusan
spektrum molekiiler absorbsiyonu ve iletilen radyasyonu temsil etmekte ve bdylece
maddenin parmak izi ¢ikarilabilmektedir (Sekil 2.11). Her madde farkli spektrumlar
tirettigi i¢in her maddenin parmak izi de farklidir. Bu sayede FTIR ile bir¢ok maddenin
tanimlanmasini yapmak, kalitesini belirlemek veya bir karisim igindeki bilesimi

belirlemek mimkiindir
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Sekil 2.11. FTIR spektroskopisi (Nicolet ve All, 2001).

Bir maddenin kizilotesi spektrumu maddeyi olusturan atomlarin baglar1 arasindaki
titresim frekanslarina karsilik gelen piklerinden olusmaktadir. Her madde farkh

atomlardan olugsmaktadir bu sebeple her madde farkli spektrumlar vermektedir.
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Infrared spektroskopisinde ki asil problem kizildtesi frekanslarin ayr1 ayri taranmamast,
hepsinin ayni anda taranmasi gerekligiydi. Bu sebeple interferometre gelistirilmis ve
interferometrede kodlanmis kizilotesi spektrumlarin sinyalleri olusturulmustur. Bu
sinyaller kolayca ve bir saniyeden daha kisa siire igerisinde hizlica alinabilmektedir.
Boylece 0rnek basina gegen zaman azalmaktadir. Cogu interferometre beamsplitter ( 151n
ayirict ) gelen kizilotesi 1s11 almakta ve optik 1sina bolmektedir. Bir 151n sabitlenmis bir
aynadan yansitir. Diger 1s1n ise beamsplitterdan kisa mesafe uzaklikta bulunan hareketli
aynadan yansitmaktadir. Bu iki optik 1s1n beamsplitter da tekrar bulusurlar. Ciinkii bir 151n
demetinin yolu sabittir, digeri ise aynast hareket ettikce hareket etmektedir.
Interferometrede olusan sinyal bu iki 1sinmn ¢akistigi anda ortaya ¢ikan sonucu
gostermektedir. Ancak interferometreden elde edilen sinyaller direkt olarak
yorumlanamamaktadir. Bu sebeple frekanslari koda doniistiiren bir matematik modelleme
olan Fourier tranformation (fourier doniisiimii, FT) kullanilmaktadir. Bu doniisim

bilgisayarda yapilmakta bize direkt spektrum verilmektedir (Nicolet ve All, 2001).
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Sekil 2.12. FTIR spektroskopisi ¢aligsma prensibi (Nicolet ve All, 2001).

FTIR analizlerindeki sistemlerde en Onemli kisim interferometredir. Genellikle
Michelson interferometresi kullanilmakta ve sekilde gortildiigii gibi 2 ayna igermektedir
(Sekil 2.12). Aynalardan birisi sabit hizda hareket halinde iken digeri durgundur. Iki ayna
arasinda da germenyum kapli KBr den olusan beam splitter (151n ayrici) yer almaktadir.
Beam splitter gelen 15101 iki yeni 1s1na ayirir, 1ginlardan biri hareketli aynadan yansirken
digeri sabit aynadan yansimaktadir. Bu ayrilan iki 151n aynalardan geri yansitilarak tekrar

beam splitter da bulusurlar. Burada birlesen 151n 6rnekleme yapilan alana girerek drnekle
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etkilesime girer. Yayilmis ya da yansimis olarak iletilen 151k buradan detektore gegmekte
ve kosiniis dalgalarinin toplamini olusturan bir ¢ikis sinyali vermektedir. Burada hareketli
aynanin pozisyonuna bagli olarak 6l¢iilen enerjiden kaynakli interferogram olusmaktadir.
Interferogramdan frekanslar hakkinda temel bilgiler elde edilebilmektedir ancak direkt
yorumlanamamaktadir. Bu sebeple matematiksel bir doniisiin olan Fourier doniisiistimii

bilgisayar yardimi ile kullanilmakta infrared spektrumlari alinabilmektedir (Sun, 2008).

FTIR spektroskopisi ile yapilan ¢alismalarda en sik kullanilan yansitma tekniklerinden
biri zayiflatilmis toplam yansitma (ATR) sistemidir. ATR kullanilan FTIR’ da 6rnek
kirilma indisi yiiksek ZnSe, Ge, ZnS, Si veya elmastan yapilan bir kristal ile temas
halindedir. ATR sistemi kizil6tesi 1sin Ornekle karsilastiginda tamamen yansima ile
olusan degisimleri Ol¢mektedir. Her yansima boliimii i¢in evanescence dalgasi
tiretilmektedir. Evanescence dalgalar1 kaynaktan uzaklastik¢a yogunlugu azalan
elektromanyetik alanalara niifuz etmektedir. Daha sonra 6rnege niifuz eden evanescence

dalgalar1 6rnekle etkilesim kurarak spektrum tiretmektedir (Sun, 2008).

ATR-FTIR teknigi ¢cok yonlii ve giiclii bir tekniktir. Iletim i¢in ¢ok kalin veya cok opak
olan 6rnekler icin bile ATR yontemi kullaniglt bir yontemdir. Numune hazirligin kolay
olmasi hatta hi¢ hazirlik yapmadan direk 6l¢iim kolayligi saglamasi, hizli 6rnekleme
yapilabilmesi ve kisa siirede sonug alinabilmesi gibi sebeplerden dolayr ATR-FTIR
uygulamasi siit sektoriinde siklikla kullanilmaya baslanmistir. Siit proteinlerin degisini
gozlemlemek i¢in yapilan geleneksel yontemler zaman almasi, pahali olmasi dolayisiyla

yerini daha hizli teknik olan vibrasyonel yontemlere birakmuigstir.

Raman Spektroskopisi

Raman spektroskopisi 1s1gin 6rnekle etkilesimi sirasinda 15181 olusturan fotonlarin
sacilmas1 prensibine dayanmaktadir. Ancak 15181in sagilmasi esnasinda sagilan 151810
enerjisinin bilyiik bir kismi 6rnek ile etkilesime giren 15181n enerjisi esit olur ve bu elastik
sacilma Rayleigh sa¢ilmasi olarak adlandirilmaktadir. Sagilan 15181n enerjisi ve drnek ile
etkilesime giren 1518in enerjisinin farkli oldugu durumlardaki sagilma ise Raman
sacilmasidir. Iste bu enerji farkliliklar1 molekiiliin titresim enerji diizeyi farklardan
kaynaklanmakta ve Raman sagilmasinin spektroskopik yontemlerle incelenmesi sonucu

titresim enerji diizeyleri gdzlemlenebilmektedir.
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Raman spektroskopisi temel olarak uyarma kaynagi olarak kullanilan lazer, aydinlatma
sistemi ve 151k toplama optigi, spektrofotometre ve detektdrden olugsmaktadir. Ornek UV,
goriiniir 151k veya kizilotesi lazer kaynagi ile uyarilmaktadir. Sagilan 151k bir kaynakta
toplanir ve Raman spektrumu elde etmek igin bir interference filtresi veya
spektrofotometreye gonderilir. Raman spektroskopisinin en biiyiik zorluklarindan biri
Rayleigh sacilmasindan ayirmaktir. Burada ki asil sorun Rayleight sagilmasi degil
Rayleigh sa¢ilmasindan kaynaklanan 1s1gm  yogunlugunun Raman sinyalinin
yogunlugunu agmasidir. Cogu zaman bu sorun belirgin etkiye sahip lazer ¢izgisine en

yakin spektral aralig1 keserek ¢oziilmektedir.

Raman spektroskopisinin yayginlagsmaya basladigi ilk zamanlarda dedektor olarak tek
noktalt PMT (photomultiplier Tubes) dedektorler kullanilirdi. Ancak giiniimiizde PDA
fotodiyot dizileri gibi ¢ok kanalli dedektorler veya CCD (Charge Couple Device/Yiik
Eslesmis Cihaz) dedektorler yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir. Hassasiyeti ve
performans: sebebi ile Raman sinyallerinin tespitinde en ¢ok tercih edilen CCD

detektorlerdir.

Raman spektroskopisini dispersive (dagiltili) ve non- dispervise (FT-Raman) olarak iki
gruba ayirmak miimkiindiir. Gida i¢in hangisinin daha etkin oldugu hala tartigilsa da FT-
Raman uygulamalarimin gida {iriinlerinde daha fazla ve daha etkin kullanimi
goriilmektedir. Dispersif Raman spektroskopileri sanayide yaygin olarak mevcut olan
sistemler olup, bir monokromatdor, bir CCD dedektorii ve 200-800 nm arasinda degisen
lazer kaynagindan olugmaktadir. Gida maddelerinin Raman spektrumunu elde etmek icin
o6enmli olan uygun lazer kaynag ile uyarilmasidir. Son yirmi yilda lazer kaynag: olarak
UV ve goriiniir 151k yayan argon ve kripton iyon lazerler kullanilmaktaydi. Ancak
giiniimiizde Raman spektroskopisi laboratuvarlarinda daha hassas olan He-Ne lazerler

kullanilmaktadir.

FT-Raman spektroskopisinin dispersif Raman spektroskopisine gdre bir¢ok avantaji
bulunmaktadir. FT-Raman spektrokopisi 6rnegi uyarmak i¢in daha uzun dalga boyunda
lazer 15181 kullanarak daha az enerji saglamakta ve bu durumda Raman sinyallerini
maskeleyen floresans etkilesimlerini azaltmaktadir. FT- Raman spektroskopisi de FTIR

gibi Raman sacilmasindan elde edilen sinyalleri kodlayan interferometre kullanmaktadir.
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Interferometre NIR (yakin kizildtesi) igin gelistirilmis bir beam-splitter (151 ayirici)
kullanmaktadir. Ayrica Ornegin uyarilmasinda da 1064 nm Nd:YAG lazer
kullanilmaktadir. Aslinda FT-raman spektroskopisinde raman sag¢ilmasi zayiftir ve bu
ylizden goriiniir bolgedekinden daha zor tespit edilebilirdir. Ancak floresanstaki azalma

daha fazla gida 6rnegi ile calismaya imkan saglamaktadir.

Varsayilan enerji
seviyesi —

Uyarilmis enerji
seviyesi

S .
] .
Temel hal j jb ,_ I i S

Kizildtesi Rayleigh Stokes
titregimi sagilmasi Raman Raman

SRS TS

Sekil 2.13. Raman sa¢ilmasi ve Rayleight sacilmas1 gosterimi.

Rayleigh sagilmasinda verilen enerji ayni enerji ile geri donerken, Raman sagilmasinda
151k gonderdigimizde Stokes-Raman sagilmasinda oldugu gibi enerji kaybedilir ya da
anti-stokes Raman sagilmasinda oldugu gibi kiigiik enerjili foton verilip biiyiik enerjili
foton alinarak fazla enerji kazanilmaktadir. Bu enerji degisimleri molekiile bagli olarak
degismekte ve bu enerji degisimleri sonucunda 6rnegin spektrumu elde edilebilmektedir.
Raman spektroskopisinde o bolgeye karsilik gelen 15181n dalga boyundaki azalma veya
artma okunmaktadir. Raman spektroskopisinde simetrik gecislerde incelenebilirken,

FTIR’ da simetrik gecisleri géormek miimkiin degildir.

Sekilde 2.13’teki gibi bir Raman sagilmasi olayinda bir foton ile molekiil etkilestiginde
sagtlmadan Once bazi fotonlarin enerjilerinin bir kismi molekiillere ve molekiillerden de
fotona az miktarda enerji aktarilmaktadir. Bu enerji aktarimi sayesinde molekiiller farkl
titresim enerji diizeylerinde bulunmaktadirlar. Bir bagka deyisle molekiillerin farkl
titresim enerji diizeylerinde bulunmalar i¢in molekiil ve foton etkilestigi sirada fotonun
elektrik alani tarafindan periyodik ve fotonun frekansi ile ayni frekansh olacak sekilde

polarlanabilmesi, dipol moment olusturmasi gerekmektedir. Raman hatlarinin siddeti,

36



titresen molekiiliin fotonla etkilesirken olusan polarlanabilme degisim hizinin karesi ile

orantilidir.

Raman spektroskopisi siit endiistrisinde siklikla kullanilan bir yontem olmasinin yani sira
stit proteinlerinin ikincil yapisini belirlemede en etkin yontemlerden biri olarak da
bilinmektedir. as-kazein, B-kazein, k-kazein, B-LG ve o-LA gibi siit proteinleri FT-
Raman spektroskopisi ile de detayli incelenebilmektedir. Siitler de hem kalite kontrol
yapilabilmekte hem de kantitatif analiz yapmak mimkiin olmaktadir. Raman
spektroskopisinin sulu orneklerde de Olglim alabilmesi bu anlamda bir avantaj
olustururken kuvvetli bir lazer tarafindan uyarilmasi da 6rnek de doku kaybina neden

olabilmekte bu da Raman spektroskopisinin 6nemli bir dezavantaji olarak bilinmektedir.

2.7. FT-Raman ve FTIR Spektroskopisinin Siit Proteinlerinin Belirlenmesinde

Kullanim

Isil iglem gida proseslerinde siklikla olup, 6zellikle siit endiistrisinde uygulanmasi
zorunlu bir basamaktir. Isil islem UHT siitlerde tekstiir, aroma, renk, beslenme degeri
gibi Ozelliklerde degisime neden oldugu gibi proteinlerde de baz1 degisimlere neden
olmaktadir. Bu tez calismasi kapsaminda farkli 1s1l islem uygulama yontemleri ve farkl
homojenizasyon parametreleri uygulama sirasinin (1s1l islem 6ncesi ve 1s1l islem sonrasi)
UHT siitlerde ki siit proteinlerine etkisi incelenmistir. Proteinlerin ikincil yapisinin
belirlenmesinde Raman spektroskopisi, mid-infrared spektroskopisi ve near-infrared
spektroskopisi son zamanlarda siklikla kullanilan hizli ve uygulanmasi kolay vibrasyonel

yontemlerdendir.

Vibrasyonel spektroskopi glinlimiizde siklikla proteinleri ve proteinlerin ikincil yapisinin
belirlenmesinde kullanilan yontemlerden biridir. Aminoasit yan zincirlerindeki
titresimsel gegisler, sistein ve sistindeki S-H, S-S gruplari, triptofan, trozin, fenilalanin
gibi aromatik aminoasitlerin aromatik halkalari, alifatik aminoasitlerin C-H baglari,
aspartik ve glutamik asit gibi asidik aminoasitlerin COO" ve COOH gruplari ve histidinde
ki imidazol halkas1 Raman ve IR spektroskopisinde farkl: titresimlere neden olarak farkli
bolgelerde spektrum vermektedirler. Amino asitler arasi peptit bagi (amit bagi) bolgeleri,
amit-1 (C=0 gerilme, 1700-1600 cmt), amit-11 (C-N gerilme ve N-H biikiilmesi, 1575-
1480 cm™) ve amit-111 (C-N gerilme ve N-H biikiilmesi,1300-1200 cm™) bolgesi
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proteinlerin iskelet yapisini belirleyerek protein veya polipeptidlerin ikincil yapisindaki
degisimler hakkinda bilgi vermektedir (Barth, 2007; Li-Chan, 2007; Nucara ve
Carbonaro, 2010).

Disiilfid ve siilfidril gruplari, 500-550 cm™ de ki S-S ve 2550-2580 cm™ de ki S-H
gerilmelerinin tespiti ile belirlenebilmektedir. Aromatik aminoasit zincirleri karakteristik
Raman bantlar1 olusturmaktadir. Ozellikle bu bantlar mikro ortamin polarliginin
belirlenmesinde ve hidrojen bagina katilimin goézlemlenmesinde rol oynamaktadir.
Triptofan ve tirozin aminoasitlerininden farkli olarak fenilalanin bant yogunlugu
konformasyonla ve ya mikro cevreyle iliskili degildir. Ancak 1006 cm™ de ki keskin bant
proteinlerin  Raman bantlarinin  standartlagtirilmas:  i¢in i¢ referans olarak
kullanilmaktadir. Alifatik aminoasit kalintilar1 ise 2800-3000 cm™ de C-H gerilmesi ve
1440-1465 cm? de C-H biikiilmesi gostermektedir. Yiiklii aminoasit kalintilarmin
fonksiyonel gruplar1 genellikle IR spektroskopisinde Raman ile kiyasla daha giiglii
bantlar goriilmektedir. Ancak yinede Raman spektroskopisinde de bu bantlar

gozlemlendiginde iyonizasyon hakkinda bilgiler vermektedir (Li-Chan, 1996).

Proteinlerin ikincil yapisi hakkinda bilgi veren asil bantlar amit-1 ve amit-III bantlaridir.
Proteinlerin amit-I bolgesindeki bant spektrumlari ve gesitli yan zincir titresimleri amit-
IIT bolgesindeki bantlara katki saglamaktadir. Yani proteinlerin IR bélgede veya Raman’
da ikincil yapisinin yorumlanmast amit- ve amit-Ill bdolgesinin es zamanh
degerlendirilmesi ile miimkiin olmaktadir. Bu boélgelerin degerlendirilmesinde temel
bilesen analizi (PCA) veya kiiciik kareler yontemi (least square analysis) gibi istatiksel

yontemlerden yararlanilmaktadir (Li-Chan, 1996; Granato ve ark., 2018).

Tez kapsaminda hem 1sil islem yontemi hem homojenizasyon isleminin sirasi
degistirilerek 1s1l islem ve homojenizasyonun siit proteinlerine etkisi incelenmistir. Isil
islemin proteinler {izerine etkisi uzun yillardan beri arastirilan bir konudur. Bu konu ile
ilgili yapilan bir ¢alismada farkli toplam kuru madde iceren yag ¢ig siit drneklerinin 75,
85, 95, 100, 110 ve 121 °C de 1sitilmast sonucu protein degisimleri incelenmistir
(Markoska ve ark., 2019). Fakat bu ¢alismada yalnizca 1s1l islemin etkisi incelenmesinin
yan1 sira FTIR kullanilarak amit-1 (1700-1600 cm™) bolgesinde dlgiim alinmigtir. Konu

ile ilgili yapilan bir diger calismada homojenizasyon ve pastdrizasyon etkisi birlikte
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incelenmis olup, kazein yapist lizerinde durulmamis yalnizca serum proteinlerinde

degisimlere odaklanilmistir (Qi ve ark., 2015).

Ye, Cui ve ark. (Ye, Cui ve ark., 2017) yaptig1 bir ¢alismada 1s1l islem sonucu siit
proteinlerin sindirime etkisi incelenmis olup, proteinlerin ikincil yapisi {izerinde
durulmadig1 gozlemlenmistir. Yakin zamanda yapilan baska bir ¢calismada ise yagsiz siit
ornekleri 55, 65, 75, 85 ve 95 °C de 1sitilarak 1s1l islemin siilfidril igerigine etkisi, yilizey
hidrofobitesi ve proteinlerin ikincil yapisi incelenmistir. Yine yapilan bu calismada
yalnizca FTIR kullanilmis olup, UHT sicakliklarindaki etki incelenmemistir (Li ve ark.,,
2021). Aymi zamanda homojenizasyonun proteinler iizerine etkisi protein-yag

globiillerinin degisimi gdzlemlenmemistir.

Raman spektroskopisi yontemi kullanilarak protein ve yag bilesenlerin incelendigi bir
calismada farkli yag oranlarina ve farkli laktoz miktarlarina sahip siit Ornekleri
pastorizasyon, ESL ve UHT yontemleri ile 1s1l isleme tabi tutulmus ve daha sonrasinda
raman spektroskopisinde Ol¢limleri alinmistir. Bu calismada yazarlar siitiin kopiik
olusturma o6zelligini incelemis olup, yag ve proteinlerin miktar olarak belirlenmesi
konusunda raman spektroskopisinden yararlanmigtir. Proteinlerin ikincil yapist ve ya
homojenizasyonun protein-yag interaksiyonuna etkisi incelenmemistir (Reiner ve ark.,
2020).

2.8. Temel Bilesen Analizi (Principal Component Analysis, PCA)

Temel bilesen analizi bir¢ok alanda kullanilan ¢ok degiskenli istatiksel bir yontemdir.
Temel bilesen analizi denetimsiz boyut kiigiiltme olarak tanimlanmaktadir. Burada boyut
kiiciiltme datalarin dogrusal olarak aktarilmasi ve bunun sonucunda ana bilesen adi
verilen yeni parametre setinin ortaya ¢ikmasidir (Peng ve ark., 2020). Temel PCA modeli;
X=TPT+E ile tanimlanmustir (Eriksson ve ark., 2013).

Burada;
X: giris matriksidir (n x p), orijinal verileri temsil etmektedir.
P: yiikleme matriksidir (p x K), orijinal parametrelerin katkisini temsil etmektedir.

T: skor matriksidir (n x k), orijinal parametrelerin iligkisini temsil etmektedir.
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E: kalint1 matriksi (n x p), yakalanmamis varyansi temsil etmektedir.

n: zaman adimi sayist

p: orijinal parametre sayisi

k: ana bilesen sayis1

PCA modelinde amag PC leri insa eden k ana bileseninin bulunmasidir.
PCi=auxP+axxP+asxP+auxP+................ +apt X P

Temel bilegsen analizinin prensibi degiskenlerden olusan bir veri kiimesinin varyans-
kovaryans yapisini, bu degiskenlerin dogrusal birlesimleri yardimiyla agiklayarak boyut
indirgemesi ve yorumlanmasina dayanmaktadir. Temel bilesen analizin temeli biiyiik
boyutlu birbiri ile iligkili olan vektorleri, birbiri ile iliskili olmayan daha kii¢iik vektorlere

bolmektir.

2. Ana Bilegen 1. Ana Bilesen

2. Boyut

Sekil 2.14. iki boyutlu PCA’in geometrik olarak gosterimi (lonita ve Schiopu, 2010).

Temel bilesen analizi, ¢ok sayida degiskenden olusan veri setlerinin miimkiin oldugunca
veri setindeki degisimler kaybolmadan daha kii¢iik boyuta indirgenmesi ile olusan bir
dontistimdiir. Amag daha az degisken ile verileri en iyi sekilde ifade etmektir. Analiz
sonrasinda elde edilen degiskenler temel bilesenler olarak adlandirilmakta ve varyans
degerlerine gore siralanmaktadir. En biiyiik varyansa sahip olan ilk temel bilesen olup

digerlerinin sirast da varyans degerine gore belirlenmektedir (Yazar ve ark.,2009).

Vibrasyonel analizler ile 6rneklerin spektral parmak izleri ortaya konmaktadir. Spektral
parmak izlerinin istatiksel olarak degerlendirilmesi oldukca kompleks bir algoritma
gerektirme ve birgok 6n islem uygulanabilmektedir. Uygun formata ve istenilen verilere

ulagsmak i¢in spesifik 6n islem metotlar1 gerekmektedir. Yapilan 6n islemlerin genel
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amaci enstriimental ve deneysel hatalardan kaynaklanan varyasyonlarin uzaklastiriimasi
ve verilerin hazir hale getirilmesidir. On islemlerin belirlenmesi icin kesin olarak
belirlenmis kural bulunmamaktadir. Ancak 6n islemin se¢imi veri dzelliklerine ve amaca
uygun secilmelidir. Ayni zamanda 6n islemin dogru gerceklestirilmediginde veri setinde
istenmeyen varyanslar olustugu unutulmamalidir. Bazi onislemler ve amaglar ile ilgili

bilgi asagida yer almaktadir (Temiz, 2019).

Derivative (Tiirev). Tiirev islemi PCA analizinde, degisken say1 (indeks) veya diger ilgili
eksen Olgegine gore Olciilen cevaplarin tiirevini alarak 6nemsiz baseline sinyallerini
ornekten uzaklastiran ve yaygin kullanilan bir pre-process methodur. Bu method yalnizca
birbiriyle giiclii bir iliski i¢inde olan degiskenler oldugunda ve benzer iliskili sinyal iceren
bilesik degiskenler oldugunda kullanilir. Birinci tiirev; bir 6rnekteki her degiskenin
komsu degiskenden ¢ikarildig1 nokta farki olarak tanimlanir. ikinci tiirev ise daha yiiksek
frekans Gzelliklerini vurgulayarak proses tekrarlanarak hesaplanir (Anonymous, 2020).
Birinci tiirevi alinmasi ile spektrumdan sabit baseline offset ¢ikarilmakta ve ikinci tiirev

alinmasiyla ise baseline offset ve baseline slope ¢ikarilmaktadir (Temiz, 2019).

Mean centering (ortalama merkezleme): Siklikla kullanilan bu 6n islemin temeli her bir
degiskenin ortalama degerinin hesaplanmasi ve bu ortalama degerlerin degiskenlerden

cikarilmasina dayanmaktadir (Alexandris ve ark., 2017).

Autoscale (Oto-ol¢ekleme): Boyutlandirma amaci ile yapilan bu on islem her bir
degiskenin o degiskene ait boyutlandirma faktdriine yani standart sapma degerine
boliinmesidir. Degiskenlerin sayisal degerlerinin farklilik oldugu durumlarda model
yiiksek degerlere odaklanmaktadir ancak tiim degiskenlerin modele katilmasi

gerektiginden autoscale 6n isleminin uygulanmasi gereklidir (Temiz, 2019)

Detrend (Egilimsizlistirmek): Sabit, linear veya egri bir kayma oldugunda
kullanilmaktadir (Eigenvector, n.d.). Yani bu 6n islemdeki amag baseline diizeltmesi
yapmaktir. Sabit bir polinomun spektruma fit edilmesi ve bu polinomun spektrumdan

¢ikarilmasi ile uygulanmaktadir (Temiz, 2019).
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Smoothing: Bir¢ok spektroskopik analizde mevcut olan giiriiltilyli uzaklastirmak igin
kullanilmaktadir (Temiz, 2019).

Scaling (Yumusatma). Standardizasyon olarak da adlandirilmakta ve bu on islem
noktalarin aralifin1 degistirerek degiskenlerin esit biiyiikliikte olmasini saglamaktadir.
Degiskenler farkli birimde oldugunda bu islem kullanilmaktadir (Alexandris ve ark.,
2017).

Vibrasyonel spektroskopi ile yapilan c¢ogu calismada elde edilen verilerin daha
aciklanabilir olmasi agisindan temel bilesen analizinden veya kiiciik kareler metotundan
faydalanarak, analiz edilen 6rnekler gruplandirilabilmekte, farkliliklar belirlenebilemekte
ve farkin neden kaynaklandig1 gozlemlenebilmektedir. Bu tez caligsmasi kapsaminda da

bir¢ok avantaji olan temel bilesen analizi yontemi kullanilmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1.Materyal

Tez kapsaminda denemeleri gergeklestirilmis olan homojenize UHT siitlerin iiretimi
Torku Pilot ve Endiistriyel Siit Isletmesi’nde gerceklestirilmistir. UHT siit iiretimi direkt
enjeksiyon ve indirekt (tubular holder araciligi ile) yontemlerle gergeklestirilmistir.
Firmanin ¢ig siit kabul kriterleri esas alinmistir. Bu kriterler: ¢ig siit isletme kabul
sicakligi 4 °C, ortalama toplam aerobik mezofilik bakteri sayis1 <100000 kob/mL, B-
lactam testi negatif, pH 6.6 olarak kaydedilmistir. Siitler, ayn1 siit toplama merkezinden
ardisik gilinlerde temin edilmis ve prosese alinmistir. Siit kaynagi ayni ve isleme zaman
araligt ise 3 gin oldugundan tekrarlar arasinda siit kaynakli bir farklilik

beklenmemektedir. Uretimler 3 tekrarl1 yapilmis olup deneme deseni asagida verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneme deseni ve 6rnek kodlari

Ornek kodlar1 ve tanimlari pH4.6- Izoelektrik  Ultrasantrifiij-Kolloidal
Kazein veya Serum Kazein veya Serum

A- Cig siit PA UA

Homojenizasyon YOK

B- Kaynatilmus siit PB uB

(~100 °C/ 10 dk), Homj. YOK

C- UHT (143 °C/ 6 s), PC ucC

Indirekt yontem (Tubular)

Homj. YOK

D- UHT (143 °C/ 6 s) PD uD

Indirekt yontem (Tubular)
Is1l islem sonras1 homj. VAR

E- UHT (143 °C/ 6 5) PE UE
Indirekt yontem (Tubular)
Isil islem 6ncesi homj. VAR

F- UHT (143 °C/ 6 5) PF UF
Direkt yontem (Enjeksiyon)
Isil iglem sonrast homj. VAR

Her iki tiretimde de siit ¢ift kademeli olarak homojenize edilmistir. Homojenizasyonun 1.
kademesi 65 °C’de 150 bar ve ikinci kademesi ayni sicaklikta 70 bar olarak uygulanmaistir.
UHT sicakligi ise 143 °C’de 6s olarak belirlenmistir. Protein konformasyonu iizerine 1s1l

islem siddetinin etkilerinin karsilastirilabilmesi amaciyla ayni parti liretime ait ¢ig siit ve
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kaynamus siit (~ 95-100 °C, 10 dk) 6rnekleri de hazirlanmistir. Isil islem gormiis 6rnekler
aseptik dolum makinesinde standart Tetra-Pak ambalajlara doldurulmus ve oda

sicakliginda analiz anina kadar saklanmustir.

3.2. Metot

3.2.1. Kimyasallar ve Malzemeler

Hidroklorik asit (2N), sodyum hidroksit (0.1N), amil alkol, asetik asit (%100), sodyum
dodesil siilfat, borik asit ve silfirik asit (%95-97), %24°lik trikloroasetik asit (TCA)
Merck, Almanya dan temin edilmistir. Diklrometan, akrilamid (%99), N,N-
Methylenebisacrylamide >=98%, Amonyum persiilfat, 2-merkaptoethanol, bromfenol
mavisi, TEMED ve glisin (min %99) Sigma firmasindan temin edilmistir. Sodyum asetat
trihidrat PRS firmasindan, trifluoroasetik asit (TFA, %99.5) Acros firmasindan temin
edilmistir. Tim analizlerde ultra saf su (MiliQ sistemi, Milipore, Bedford, MA, ABD)
kullanilmistir. Ultrasantrifiij islemi i¢in ODTU merkez laboratuvarda bulunan Hitachi

himac-CP100WX marka ultrasantrifiij cihazi kullanilmigtir

ATR-FTIR o6l¢iimleri Thermo Nicolet iS50, single-bounce elmas kristal ve deuterated
triglycine sulphate (DTGS) deketore sahip FTIR (Thermo Fisher Scientific Co.,
Waltham, MA, USA) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. XT-KBr beamsplitter olarak
kullanilmigtir. FT-Raman spektrumlarinin elde edilmesinde ise Nicolet iS50
spektrometresinin numune bdlmesine monte edilmis bir Raman modiilii kullanilarak

kaydedilmistir.

3.2.2. Temel Bilesim Analizleri

UHT siit orneklerinde toplam kurumadde miktar1 gravimetrik olarak 103 °C’de
yapilmistir (Bradley ve ark., 1992; TSE, 2001). UHT siitte pH 6l¢timleri, HANNA 8521
marka dijital pH-metre ve kombine cam elektrot kullanilarak dogrudan yapilmigtir. UHT
siitte elektrot, direkt batirilmis ve sabit degere ulastiktan sonra okuma yapilmistir.
Titrasyon asitligi, SH (soxhelet Henkel) cinsinden TS 1018’e Siit Standart’inda verilen
yonteme uygun olarak yapilmistir (Bradley ve ark. 1992; TSE, 1994). Yag analizi, Van
Gulik butirometresi kullanilarak Gerber yontemi ile belirlenmistir (Bradley ve ark., 1992;
Ardo and Polychroniadou, 1999). Toplam azot igerigi IDF (1993)’de belirtilen Kjeldahl
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methodu ile belirlenmis ve 6.38 faktorii ile carpilarak toplam protein sonuglar elde

edilmistir.

3.2.3. Siit Proteinlerinin Ayirimi

Bu tez calismasi igin tiim 6rneklerden hem izoelektrik kazein hem de kolloidal kazein
elde edilmistir. izoelektrik kazein siitiin 2 M HCl aracilig1 ile pH’sinin 4.6’ya ayarlanmasi
ve ardindan 5 °C’de 4500 g’de 15 dakika siire ile santrifiijlenmesi ile elde edilmistir (Sekil
3.1).

Sekil 3.1. 2N HCl ile pH’ s1 4.6’ ya ayarlanan siit 6rnegi.

Bu sekilde elde edilen kazein presipitati li¢ kez tampon ¢ozelti ile (1 M sodyum asetat ve
100 mL/L asetik asit, pH 4.6), iki kez de 1:1 oraninda tampon:dichloromethane karigimi
ile yitkanmistir. Her bir yikama asamasindan sonra santifiijleme islemi gergeklestirilmistir
(4500 g, 5 °C, 15 dk). Yikama islemlerinin sonunda elde edilen presipitat (Sekil 3.2, 3.3)
liyofilize edilmistir. pH4.6-¢6ziinen fraksiyonlar ise Whatman 40 filtre kagidindan
gecirilmis, bir kismi liyofilize edilerek toz halde ve bir kismi da analiz anina kadar

dondurularak saklanmistir.
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Sekil 3.2. pH4.6’da santrifiij sonrasi kazein (presipitat), serum ve yag fazi (en list tabaka)

Sekil 3.4. Ultrasantrifiij sonrasi faz ayrimlari ve peletin goriiniimii
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Kolloidal kazein ise ultrasantrifiij araciligi ile (20 °C’de 135.000 g, 1 saat) elde edilmistir
(Sekil 3.4). Ultrasantrifiijleme sonunda elde edilen pelet izoelektrik kazein eldesinde
oldugu gibi yikama islemine tabi tutulmustur ve ardindan liyofilize edilmistir.
Ultrasantrifiij siipernatant1 ise Whatman 40 filtre kagidindan siiziildiikten sonra, bir kismi1

liyofilize edilerek toz halde ve bir kism1 da analiz anina kadar dondurularak saklanmustir.

3.2.4. RP-HPLC ile Peptit Profilinin Belirlenmesi

Calismada 1s1l islemin siit serum proteinlerine olasi etkisi ters faz-HPLC aracilig1 ile
analiz edilmistir (Kelly ve Foley, 1997; IDF, 1999). Analiz i¢in pH4.6-¢6ziinen ve
ultrasantrifiij sonucu elde edilen serum fazlar1 1:1 oraninda deiyonize suda hazirlanmis
%0.2 TFA (trifloroasetik asit, h/h) ile karistirilmistir. Ornekler 0.20 mikron filtreden
gecirilerek HPLC viyallerine alinmistir.

Bu tez caligmasindaki ornekler i¢in, ThermoFinnigan SpectraSystem HPLC sistemi
(ThermoFinnigan Inc., CA, USA) kullanilmigtir. Sistem; AS3000 model otosampler
(6rnek enjeksiyon miktar1 100 uL, kolon sicakligi 30 °C), SCM 1000 degazer, P4000
gradyent pompa, UV 6000LP DAD dedektorden olusmaktadir. Kromatografik ayirim igin
Phenomenex Jupiter C18 (250 x 4.6 mm, 5 um, 300 A°) RP-HPLC kolonu kullanilmistir.
Mobil faz A olarak, % 0.1 TFA igeren deiyonize su ve mobil faz B olarak, % 0.1 TFA
iceren far UV grade asetonitril (Merck) kullamlmstir. Olgiimler 214 ve 280 nm‘de
yapilmustir. Veriler ChromQuest 5.0 yazilimi ile degerlendirilmistir. Eliisyon, gradyent

olarak gerceklestirilmistir. Gradient program asagida verilmistir.

Siire (dak.) Mobil faz A Mobil faz B Akis hizi (ml/dk)

0 80 20 0.8
10 80 20 0.8
60 50 50 0.8
65 40 60 0.8
70 40 60 0.8
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3.2.5. ATR-FTIR Analizi

Tim ornekler vibrasyonel analizler i¢in liyofilize edilmis, ezilerek ve elekten gegirilerek
partikiil boyutu acisindan standarthk saglanmistir. Ornek olarak pH4.6-¢oziinen,
pH4.6-¢oziinmeyen, ultrasantrifiij-pelet, ultrasantrifiij serum ve siit Ornekleri
kullanilmistir. ATR-FTIR olgiimleri Thermo Nicolet iS50 FTIR (Thermo Fisher
Scientific Co., Waltham, MA, USA) kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.5). Ornekler
ATR kristalinin iizerine koyulmadan once havaya karsi background alinmistir. Daha
sonra toz drnekler ATR kristalinin iizerine direk koyularak 6l¢iim alinmistir. Orneklerin
FTIR spektrumlart 4000-400 cm™ araliginda 4 cm™ rezolusyon ile elde edilmistir. Her
spektrum, absorbans modunda 16 scande toplanmistir. Her 6rnekten 4 6lgiim alinmis ve
bu 6l¢iimlerin ortalamasi alinarak grafikleri cizilmistir. Orneklerin degerlendirilmesinde

kemometrik yontemlerden temel bilesim analizinden (PCA) yararlanilmigtir.

Sekil 3.5. ATR kristali iizerine koyulmus liyofilize 6rnek.

3.2.6. FT-Raman Analizi

FT-Raman oOlgiimleri i¢in de FTIR da oldugu gibi liyofilize edilip, ezilmis Ornekler
kullanilmistir.  FT-Raman  spektrumlarinin  elde edilmesinde, Nicolet iS50
spektrometresinin numune bolmesine monte edilmis bir Raman modiilii kullanilarak
kaydedilmistir(Thermo Fisher Scientific Co., Waltham, MA, USA). Kuyucuklara
koyulan 6rneklerden farkli bolgelerden 6l¢timler toplanmistir (Sekil 3.6-3.7). FT-Raman
da uyarma kaynagi, bir InGaA dedektorii ile donatilmis yaklasik 50 mikron spot
biiylikliigiinde 1064 nm diyot lazerdir. Biitiin 6rneklere ait Raman spektrumlar1 oda
sicakliginda elde edilmistir. Numune iizerindeki lazer giicii 500 mW olarak ayarlanmuigtir.
Spektrumlar OMNIC™ Atlus yazilimi (Thermo Electron Corporation, Madison, WI,

USA) kullanilarak analiz edilmistir. Orneklerin Raman spektrumlari, her &l¢iim
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! rezoliisyonda ve 100 scande elde edilmistir. Orneklerin Raman

noktasinda 16 cm™
spektral verileri 3700-200 cm™! araliginda toplanmustir. Intensitenin diisiik olmasi
nedeniyle bir 6rnek i¢in iki Ol¢lim toplami verilmistir. Raman intensitesi, sagilma
prosesinde fotonlar tarafindan kaybedilen enerji olarak tanimlanan Raman kaymasinin bir
fonksiyonu olarak elde edilmistir. Orneklerin yorumlanmasi agisindan yine PCA analizi

kullanilmis, 6rnek ayirimlari incelenmistir.

Sekil 3.7. FT-Raman spektoroskopisi.
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3.2.7. Temel Bilesen Analizi (PCA)

FT-Raman ve FTIR kullanilarak 6lgiimleri alinan liyofilize 6rneklerde farkliliklarn
belirlenmesi ve farkliliklarin hangi bantlardan kaynaklandigini agiklamak i¢in temel
bilesen analizi (PCA) kullanilmistir. Enstriimental veya deneysel varyasyonlari ortadan
kaldirmak i¢in uygun on isleme (pre-processing) teknikleri kullanilmistir. Bu amagla
“mean center ve 1.tiirev” kullanilmistir Ornekler arasindaki farkliliklar temel bilesen
analizi (principal component analysis, PCA) ile ortaya konmustur. PCA, Solo 8.1

(Eigenvector Research, Inc.) programi1 kullanilarak gerceklestirilmistir.

Orneklere ait pH4.6-¢oziinen ve ultrasantrifiij-siipernetant fraksiyonlarinin RP-HPLC
kromatogramlarindan elde edilen verilere de temel bilesen analizi (Principal Component
Analysis, PCA) uygulanmistir. Bu amagla, uygulanan sayisal modifikasyon Piraino ve ark.
(2004)’na gore gergeklestirilmistir. Kisaca, HPLC kromatogramlari (piklerin yiiksekligi
ve alikonma siiresi) 1’er dakikalik 48 sinifa ayrilmigtir. Yaklagik 5 ile 50. dakikalar arasi
kromatogramlar degerlendirmeye alinmistir. Sinif genisligi 1 dakika olarak belirlenmistir.
Sekilsel parametre 129.8 olarak ayarlanmistir. PCA analiz kovaryans matriks olarak

hesaplanmustir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Temel Bilesim Analizi Sonuclar

Cig ve 1s1l islem uygulanmais siit 6rneklerine ait temel bilesim analiz sonuglar1 sirasiyla
Cizelge 4.1°de sunulmaktadir. Ilgili sonuglar incelendiginde UHT proses islermeleri
sirasinda uygulanan standardizasyon islemleri nediyle proses edilmemis ( A ve B kodlu
ornekler) ve proses edilmis 6rnekler arasi bilesimsel farkliliklar bulunmaktadir. Bununla
beraber UHT siit numuneleri arasindaki farkliliklar anlaml diizeyde degildir. Orneklerin
Olctimlerinde liyofilizasyon ve yag uzaklastirilmasi islemi yapildig i¢in bu farkliliklarin

analiz sonuglarina yansimasi olasi goriilmemektedir.

Cizelge 4.1. Siit 6rneklerine ait temel bilesim analiz ortalama sonuglari (n=3)

Bilesen A B C D E F

%Toplam Kurumadde 12.04 1224 1135 11.70 1145 1140
% yag 3.65 3.76 3.35 3.35 3.30 3.30
% Protein 3.20 3.24 2.98 3.05 3.00 3.03
pH 6.68 6.66 6.81 6.63 6.64 6.65
SH 6.42 6.49 6.00 6.30 6.10 6.10

Numunelere ait kod agiklamalari igin Cizelge 3.1’e bakiniz.

4.2. RP-HPLC Analizi Sonuglari

pH4.6’da ¢oziinen protein fraksiyonlarmma ait HPLC kromatogramlart Sekil 4.1°de
sunulmaktadir. Cig siit (PA) ile karsilagtirlldiginda, siddetli 1sil islem uygulanan
kaynamis siit (PB) 6rneginde yiiksek diizeyde serum proteini dentaiirasyonuna bagl
olarak serum fazinda protein igeriginde azalma kaydedilmistir (Sekil 4.1). Benzer bir
sonu¢ indirekt UHT (homojenizasyon sonra, PD) siit orneginde de gdzlenirken,
homojenizasyonun UHT islemi 6ncesi uygulandigi ornekte (PE) serum proteinlerini
temsil eden pik gozlenmemistir (Sekil 4.2). UHT islemi sonrasi uygulanan
homojenizasyonda serum proteini denatiirasyon oraninin ve/veya kazein ile

interaksiyonunun kismen de olsa azaldig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.1. pH4.6-¢oziinen fraksiyonlara ait HPLC kromatogramlari (280 nm ve 214 nm;
l:a-LA; 2: B-LG-B; 3: B-LG-A; PA: ¢ig siit pH4.6-¢6ziinen fraksiyon; PB:
kaynatilmis siit pH4.6-¢6zlinen fraksiyon ).

Indirekt UHT uygulamasi dncesinde homojenizasyon uygulandigi takdirde serum fazinda
a-LA ve B-LG konsantrasyonunun azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.2). Bu durum direkt
yontemle tretilen UHT siit 6rneniginde (PF) daha sinirli bulunmustur. UHT islemi
sonrast uygulanan homojenizasyonda serum proteini denatiirasyon oraninin ve/veya

kazein ile interaksiyonunun kismen de olsa azaldigi goriilmektedir.
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Indirekt UHT (homojenizasyon sonra, PD) siit 6rneginde kaynatilmis siite oranla daha
fazla o-LA varligi saptanmigtir. Bununla birlikte; indirekt UHT uygulanan
(homojenizasyon yok, PC ve direkt UHT homojenizasyon sonra, PF) siit 6rneklerinde

Ozellikle a-LA pikinin varlig1 net olarak goriilmektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. pH4.6-¢ozilinen fraksiyonlara ait HPLC kromatogramlari (280 nm ve 214 nm;
l:a-LA; 2: B-LG-B; 3: B-LG-A; PA: ¢ig siit pH4.6-¢oziinen fraksiyon; PE:
indirekt UHT (Homj. 6nce) pH4.6-¢oziinen fraksiyon; PD: indirekt UHT

(Homj. sonra) pH4.6-¢oziinen fraksiyon)
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Indirekt UHT uygulamasi dncesinde homojenizasyon uygulandigi takdirde serum fazinda
a-LA ve B-LG konsantrasyonunun azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.2). Bu durum direkt
yontemle tretilen UHT siit 6rneniginde (PF) daha sinirli bulunmustur. UHT islemi
sonrasi uygulanan homojenizasyonda serum proteini denatiirasyon oraninin ve/veya

kazein ile interaksiyonunun kismen de olsa azaldigi goriilmektedir.

1800 ___ FOA-ZEOnm  __ FOA-z8inm
Zc-FA3.dat O-FE3.dat
1400
1200
——
E
| =
o 1000
[+:)
~J
L]
o GO0
c
[1:]
£
'5 &00
2 F,,J\ W
PA
{ 400 "-"l\—_
PE
200
o
(] 10 20 S0 40 50 &0 70
Alikonma siiresi (dak)
S000
4500
4000
E
c 3500
s
i 3000
~d
S
(%]
c 2500
m
‘E 2000
o
a
1500
< \'\k} PA
1000
PE
s00
PD
o
] 10 20 30 40 a0 a0 7o

Alikonma siiresi (dak)

Sekil 4.3. pH4.6-¢ozilinen fraksiyonlara ait HPLC kromatogramlari (280 nm ve 214 nm;
l:a-LA; 2: B-LG-B; 3: B-LG-A; PA: ¢ig siit pH4.6-¢oziinen fraksiyon; PC:
indirekt UHT (Homj. yok) pH4.6-¢oziinen fraksiyon; PF: direkt UHT (Homj.

sonra) pH4.6-¢6ziinen fraksiyon).
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Indirekt UHT (homojenizasyon sonra, PD) siit 6rneginde kaynatilmis siite oranla daha
fazla o-LA varligi saptanmigtir. Bununla birlikte; indirekt UHT uygulanan
(homojenizasyon yok, PC ve direkt UHT homojenizasyon sonra, PF) siit 6rneklerinde
ozellikle a-LA pikinin varlig1 net olarak goriilmektedir (Sekil 4.3). UHT siit 6rneklerinin
280 nm’de pH4.6-¢6ziinen serum proteini fraksiyonlarina ait pik alanlar1 Cizelge 4.2°de
verilmektedir. UHT siit 6rneklerinin 135.000 g’de (20 °C’de 1 saat) ultrasantrifiijlenmesi
sonunda elde edilen serum fazinda (siipernatant) gerceklestirilen serum proteini

dagilimlar1 da benzer bir egilim gostermistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.2. pH4.6 da elde edilen serumlara ait HPLC analiz sonucu.

Ornek Kodu a-lactalbumin B-laktoglobulin B p-laktoglobulin A
PA 160.3245 68.0568 124.2635
PB 5.6251 0.7229 1.4419
PC 34.5116 3.3017 4.8713
PF 41.0134 4.4157 8.1415
PE 1.2443 0.5887 0.567
PD 11.6774 1.1763 2.1118

Cizelge 4.3. Ultrasantrifiij sonras1 elde edilen serumlara ait HPLC analiz sonucu.

Ornek Kodu a-lactalbumin B-laktoglobulin B p-laktoglobulin A
UA 150.1741 63.9443 126.6574
UB 9.0765 0.2343 0.7266
ucC 38.7912 3.4054 5.2165
UF 58.107 3.7661 7.0539
UE 2.3556 0.9333 0.4627
ubD 12.2622 1.4374 2.0055

UHT siit oOrneklerinin  pH4.6-¢6ziinen serum fazi protein fraksiyonlart ile
ultrasantrifiigasyon ile elde edilen siipernatanta ait protein fraksiyonlarmin HPLC
kromatogramlarinin daha net bir degerlendirmesinin yapilabilmesi amaciyla PCA teknigi
ile gruplandirmalar1 gergeklestirilmistir (Sekil 4.4 - 4.7). UHT uygulanmus stit 6rneklerine
ait pH4.6’da ¢oziinen serum proteini fraksiyonlarinin 280 nm dalga boyundaki HPLC
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kromatogramlari birbirlerine yakin bir PCA grubu olustururken ¢ig ve kaynamus siitler,
UHT uygulanmis siitlerden ve birbirlerinden farkli PCA gruplari olusturmustur. Bununla
birlikte; ultrasantrifiij sonunda elde edilen siipernatantta yer alan serum proteini
fraksiyonlar1 farkli bir gruplama olusturmustur. Homojenizasyonun 1sil islem sonrasi
uygulandig1 o6rneklerde (UD ve UF) serum protein fraksiyonlar1 tek bir PCA grubu
olustururken sasirtici sekilde homojenize edilmemis kaynamas siitler de ayn1t PCA grubu
igcerisinde yer almistir. Bunun nedeni PCA icin data prosesinde serum proteinleri harig¢

tiim kromatografik verilerin esas alinmis olmasi olabilir (Bkz.3.2.7).

fgili sekillerden de gériilecegi iizere ¢ig siit (PA, UA) drnekleri belirgin olarak diger
orneklerden ayrilmaktadir. Ayrica UHT islemi (direkt ve indirekt) ve uygulanan
homojenizasyon isleminin ¢dziinen protein fraksiyonlari lizerine belirgin etkilerinin
oldugu goriilmektedir. Bu sonug siite uygulanan proses siireclerinin ve sirasinin protein

interaksiyonlarina olasi etkilerine isaret etmektedir.
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Sekil 4.4. UHT siit 6rneklerinde, pH4.6-¢6zlinen fraksiyonun HPLC sonuglarma (214

nm) ait temel bilesen analizi (numune kodlar1 Cizgelge 3.1°de verilmistir).

280 nm elde edilen HPLC kromatogramlarina da PCA uygulanmistir (Sekil 4.5-4.6).

Gliriiltli seviyesinin az olmasi ve aromatik amino asitlerin ve bunlarin tiirevlerinin ve
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aromatik amino asitleri igeren peptitlerin belirlenmesi i¢in 280 nm tercih edilmistir.

Ozellikle pH4,6 da ¢oziinen fraksiyonda 1s1l islemin olasi etkilerinin daha belirgin oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.5. UHT siit 6rneklerinde, ultrasantrifiij siipernetant’in HPLC sonuglarma (214

nm) ait temel bilesen analizi (numune kodlar1 Cizgelge 3.1°de verilmistir).
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Sekil 4.6. UHT siit 6rneklerinde, pH4.6-¢6ziinen HPLC sonuglarina (280 nm) ait temel

bilesen analizi (numune kodlar1 Cizgelge 3.1°de verilmistir).
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Sekil 4.7. UHT siit 6rneklerinde, ultrasantrifiij siipernetant’in HPLC sonuglarina (280

nm) ait temel bilesen analizi (numune kodlar1 Cizgelge 3.1°de verilmistir).

Sonug olarak; (i) Isil islem sonucunda serum fazinda protein diizeyi azalmaktadir, (ii) Is1l
islem siiresi arttikca homojenizasyondan bagimsiz olarak daha fazla serum proteini
kolloidal faza ge¢mektedir, (iil) Homojenizasyon isleminin varliginda direkt UHT
uygulamas1 sonucunda serum fazinda protein konsantrasyonu indirekt UHT
uygulamasina gore daha fazla bulunmustur, (iv) Isil islem ve homojenizasyon
uygulamalarinin serum proteininin ¢6ziniir fazdan kolloidal faza tasinma profiline
etkileri hem pH4.6’da ¢6ziinen protein grubu hem de ultrasantrifiij ile ayrilan serum

protein grubu i¢in benzer bulunmustur.

4.3. Vibrasyonel Analizlerin Degerlendirmesi

ATR-FTIR olgiimleri her ornekten 4’er tekrar olacak sekilde alinmis ve bunlarin
ortalamalar1 alinarak ATR-FTIR grafikleri ¢izilmistir. FT-Raman 06lglimleri i¢in ise her
liyofilize 6rnek iki farkli kuyucuga koyulmus ve buradan toplam 2 6l¢iim alinmistir.
Grafik icin intensitenin diisiik olmasi nedeni ile bu oOlgiimlerin toplami seklinde

verilmistir.
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Bu tez ¢alismasi kapsaminda ¢ig siit, kaynatilmis siit, indirekt UHT homojenizasyon yok,
homojenizasyon once ve sonra, direkt UHT homojenizasyon sonra olmak iizere 6 farkli
grup igin 3’er tekerriir bulunmaktadir ve bu tekerriirlerin ATR-FTIR ve FT-Raman
grafiklerinin istatiksel degerlendirmesinde PCA analizi kullanilmistir. Cizelge 4.5 ve

4.6’da sirastyla IR ve Raman Fonksiyonel grup bolgelerinde dalga sayis1 karsiliklart ve

alindig1 kaynaklar tablo halinde verilmistir.

Cizelge 4.5. IR spektroskopisi dalgasayilar1 ve karsilik gelen fonksiyonel gruplar.

Dalga sayisi (cm-1) ve

Dalga sayis1 arahgi (cm-1)

Fonksiyonel grup bolgesi

Kaynaklar

3280

H-O gerilmesi

(Inon ve ark, 2004)

3700-2800
(Bolge I)

3594 cm ve 3193-3194 cm*!
: O-H gerilmesi

(Choperena ve Painter, 2009)

2911 cm : Siit lipitlerindeki
acil zincirlerdeki CH;
grubunun asimetrik gerilmesi

(Dufour ve ark, 2000)

2851 cm™: Trigliserid ve
fosfolipitlerin lipitlerindeki
CH; grubuna ait simetrik
gerilmeler

(Dufour ve ark., 2000)

1800-1700
(Bolge 1)

1743 cm™ : Trigliseridlerdeki
ester baglarina ait C=0
gerilmesi titresimi

(Karoui ve ark., 2003)

1720 cm™ : ester
baglarindaki karbonil
gruplarin hidrojen bagi
titresimi

(Dufour ve Riaublanc, 1997)

1720 and 1715 cm™ : aldehit
ve ketonlarin C=0 gerilmesi

(Harty-Major, 1997)

1730-1600 cm™

H-O-H biikiilmesi titresimi

(Inén ve ark., 2004)

1700-1500
(Bolge 111)

Amit-1 (1700-1600 cm™):
80% C=0 gerilmesi,

10% C-N gerilmesi
and 10% N-H biikiilmesi

1632 cm™ : molekiiller arasi
B-tabaka titresimi

(Mendelsohn ve Flach, 2002;
Ngarize ve ark., 2004;
Mendelsohn ve ark., 2010;)

1645 cm™ : diizensiz protein
yapilart (random coil)

(Sankaram ve Marsh, 1993)

1676 cm™ : sarmal (turns)
yapilar

(Sankaram ve Marsh, 1993)
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Cizelge 4.5. IR spektroskopisi dalgasayilari ve karsilik gelen fonksiyonel gruplar

(devam).

Dalga sayisi (cm-1) ve

Dalga sayisi arahgi (cm-1)

Fonksiyonel grup bolgesi

Kaynaklar

1700-1500
(Bolge I11)

Amit-11 (1600-1500 cm™):

N-H biikiilmesi ile birlikte
C-N gerilme titresimleri

1575 cm™ : laktatlar

(Mazerolles ve ark.,
2001)

1571 cm™: Asp ve Glu
aminoasitlerine ait COO-
baglarinin asimetrik gerilmesi

(Holland ve ark.,
2011)

1514 cm™ : tirozin kalintilarinin
halka germe titresiminindeki
degisiklikler

(Curley ve ark., 1998)

1578-1555, 1555-1543 ve 1542-
1525 cm™ region: B-sarmal
yapilar, B-tabakalar ve a- heliks
yapilardaki degisimler

(Curley ve ark., 1998)

1500-1200
(Bolge IV)

30% C-N gerilme, 30% N-H
bikilme,

10% C=0 gerilme ve 10%
O=C=N biikiilme),
Proteinlere ait titresimler

1328- 1289 cm a-heliks

1288- 1256 cm- rastgele
(unordered) yapilar

1255- 1224 cm™ B-tabakalari

(Qi ve ark., 1997,
Murphy ve ark., 2014)

1200-900
(Bolge V)

1162 cm: siit yagindaki C-O
titresimi

(Zhou ve ark., 2006)

800 and 1250 cm™:
karbonhidratlardaki, ozellikle
laktozdaki C-O titresimi

(Zhou ve ark., 2006)

995 and 987 cm™: serin-fosfat
kalintisindaki —POs gerilmesine
ait titresimler

(Gebhardt ve ark.,
2011)
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Cizelge 4.6. Raman spektroskopisi dalgasayilar1 ve karsilik gelen fonksiyonel gruplar.

Dalga sayisi (cm™)

Fonksiyonel grup bolgesi

Kaynaklar

3060

Aromatik aminoasitlere ait C-H
baginin gerilmesi sonucu olugan
titresimler

(Howell ve ark., 1999)

2930 Aromatic ve alifatik amino (Howell ve ark., 1999)
asitlere ait CH gerilmesi
2880 Alifatik amino asitlere ait CHs (Howell ve ark., 1999)
ve R3C-H gerilmesi
1453 CH; biikiilmesi (Howell ve ark., 1999)
1400-1430 COO- ait C=0 gerilmesi (Uapanese vr ark.,1996)
1450, 1465 C-H biikiilmesi (Uapanese ve ak., 1996)
1658 Amit-1 (Li-Chan,  Nakai ve
Hirotsuka, 1994)
1655+5 Amit baginin C=0 gerilmesi , (Lin ve Koenig, 1976;
N-H sallanmasi (o-heliks) Krimm ve Bandekar,
1986)
1670+3 Amit bagina ait C=0 gerilmesi, | (Yu, Lippert ve Peticolas,
N-H sallanmasi 1973; Krimm ve
(B-tabaka) Bandekar, 1986)
1665+3 Amit bagina ait C=0 gerilmesi, | (Yu ve ark., 1973)
N-H sallanmasi
(diizensiz yap1 — hidrojen bagh
olan)
1685 Amit bagina ait C=0O esnemesi, | (Uapanese ve ark., 1996)

N-H sallanamasi

(diizensiz yapi- hidrojen bagli
olmayan )

>1275 (amit-IIT bolgede)

N-H biikiilmesi, C-N esnemesi
(o-heliks)

(Yu wve ark, 1973
Uapanese ve ark., 1996)
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Cizelge 4.6. Raman spektroskopisi dalgasayilar1 ve karsilik gelen fonksiyonel gruplar

(devam).

1235+5 N-H biikiilmesi, C-N gerilmesi | ((Yu ve ark., 1973;
(antiparalel- B-tabakas) Uapanese ve ark., 1996)

1245+4 N-H biikiilmesi, C-N gerilmesi | (Yu ve ark., 1973;

. . Uapanese ve ark., 1996)
(diizensiz yap1)

1235 N-H biikiilmesi, C-N gerilmesi | (Yu ve ark., 1973,;
(Diizensiz yapi- Hidrojen Uapanese ve ark., 1996)
olmayan bag)

Amit-111 (Eunice ve Li-Chan, 2007)

1006 Halka esnemesi (Spiro ve Gaber, 1977)
(fenilalanin)

938 a-heliks (Lin ve Koenig, 1976)

860-830 Tirozin ikilisi (Nonaka, Li-Chan, Nakai,

1993)
761 Triptofan (Nonaka ve ark., 1993)
508 S-S gerilmesi (Nonaka ve ark., 1993)

4.3.1. Siit Orneklerinde ATR-FTIR Analiz Sonuclar

Isil igslemin, homojenizasyonun ve 1s1l islem ile homojenizasyonun farkli siralama ile
uygulanmasi sonucu siitte bulunan kazeine, serum proteinlerine ve protein-yag
interaksiyonlarma etkisinin incelenmesi amaci ile UHT siitlerde farkli kombinasyonlar
denenmistir. Cig siit 6rnegi (A) 10 dk kaynatilarak (B) kaynatmanin etkisi, direkt UHT
sistem ve indirekt UHT sistem kullanilarak farkli 1s1l islem yontemlerinin etkisi ve son
olarak homojenizasyonun 1s1l islemden once ve 1s1l islemden sonra uygulanmasi ile de
homojenizasyon sirasinin etkisi arastirilmistir. Bu kapsamda sekil 4.8’de goriilen siitlerin
liyofilize edilip kurutulmasi sonucu ATR-FTIR’da 6l¢iimler alinmigtir. FTIR da amit-I
(1700-1600 cm™), amit-1l (1600-1500 cm™) ve amit-1ll (1500-1200 cm™) bolgesi
proteinler hakkinda bilgi vermektedir. Ozellikle amit-1 ve amit-III bdlgesi proteinlerin

ikincil yapisi hakkinda bilgi vermektedir (Grewal ve ark., 2017).
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Sekil 4.8. Liyofilize siit tozu 6rneklerine ait ATR-FTIR spektrumlart (tiim sekillerdeki
ornek kodlari i¢in Cizgelge 3.1’e bakiniz).

Sekil 4.8°de belirgin olarak gériilen 1021 cm™ spektrum ¢ig siit 6rneginde (A) en yiiksek
iken indirekt UHT homojenizasyon uygulanmayan ornekte (C) ve indirekt uht
hmojenizasyon once (E) drneklerinde en diisiik, indirekt UHT homojenizasyon sonra ve
kaynatilmis siit 6rneklerinde birbirine yakin ve ¢ig siite en yakin direkt UHT yontemi ile
{iretilmis homojenizasyonun sonra oldugu 6rnektir. 800-1250 cm™ de meydana gelen
degisimler daha Onceki ¢alismalarda da belirlendigi iizere siitteki karbonhidratlarda
meydana gelen farkliliklardan olusmaktadir. Ozellikle laktoz bu piklerde degisim

goriilmesine neden olabilmektedir (Zhou ve ark., 2006).

Grafikte goriilen diger onemli bir degisim ise 1145-1148 cm™ de ve 1741-1743 cm?
spektrumdan ortaya ¢ikmaktadir. Burada D ve F 6rneklerinde daha yiiksek intensiteye
sahip olan bu spekturum siit yaglarindaki C=O titresimi sonucu olusmaktadir.
Homojenizasyonun daha sonra uygulandigi indirekt UHT ve direkt UHT yontemi ile
tiretilen siitlerde bu spektrumun intensitesinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Literatiire gore trigliserdilerdeki ester baglari lipolize bagli olarak kirilmakta ve yag asidi

ve gliserid veya gliserole parcalanmaktadir. Trigliseridlerdeki azalmaya bagli olarak
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1745 cm™ meydana gelen ester baglarindaki C=0 titresimide azalmaktadir (Reiner ve
ark., 2020). Bu durumda olast lipoliz diizeyinin artmasi ve serbest yag asidi miktarinin
artmast 1745 cm™ civarinda olusan spektrumun intensitesinin azalmasma neden
olmaktadir. 1639 ve 1536 cm™ de goriilen spektrum amit-I ve amit-II bolgesini temsil
etmektedir. Proteinler hakkinda asil bilgi veren boélgedir. Burada yine en yiiksek
intensiteye sahip olan 6rnegin F 6rnegi ve en diisiikk C 6rnegi oldugu belirlenmis diger
ornekler arasinda ciddi farklar bulunmamaktadir. pH4.6-¢6ziinmeyen ve ultrasantrifiij ile

elde edilen peletlerde bu bolgedeki degisimler daha net goriilebilmektedir.

Trigliseridlerin ve fosfolipitlerin agil zincirlerindeki CH> gruplarinin simetrik gerilmesi
sonucu meydana gelen 2849 cm™ de ve siit lipitlerinin agil zincirlerindeki CHz gruplarmin
asimetrik gerilmesi sonucu meydana gelen 2920 cm™ spektrumlarinda &rnekler arasi
onemli derecede bir fark olmadigi gériilmektedir (Dufour ve ark., 2000). 3193-3195 cm’
! hidrojen bagi ile baglanmig O-H gerilmesi ile olusmaktadir. F 6rneginde digerlerinden

yiiksek oldugu gozlemlenirken B,D ve C 6rneklerinde en diistiktiir.
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Sekil 4.9. Liyofilize siit tozu 6rneklerine ait ATR-FTIR spektrumlarinin temel bilesim

analizi.

Orneklere uygulanan temel bilesen analizi sonucunda PC1 %75.11 ve PC2 %8.72
seklinde ayrimi agiklamaktadir. Sekilde goriildiigii gibi y-eksenin sol tarafinda kalan yani

1. Komponentle agiklanan kisim homojenizasyona bagli oldugu diisiiniilmektedir. A (¢ig
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stit), B (kaynatilmis siit) ve C (indirekt UHT homojenizasyon yok) 6rnegi ayn1 bolgede
toplanirken; D (indirekt UHT homojenizasyon sonra), E (indirekt UHT homojenizasyon
once) ve F (direkt UHT homojenizasyon dnce) drnekleri homojenizasyon prosesinin
uygulandig1 6rnekler olup ayni kisimda toplanmistir. Ayni zamanda 1s1l islem yontemine
gore de ayrim net bir sekilde goriilmektedir. indirekt UHT yontemi ile iiretilen D ve E
ornekleri bir arada bulunurken direkt UHT yontemi ile iiretilen F 6rneginin bunlardan

ayrildig1 goriilmekedir.

4.3.2. Siit Orneklerinde FT-Raman Analiz Sonuclari

ATR FTIR 6l¢iimlerinde oldugu gibi FT-Raman sonuclarina bakildiginda da literatiirle
uyumlu olarak amit-1 ( 1700-1600 cmt), amit-11 (1600-1500 cm?) , amit-111 ( 1500-1200
cm™?) ve 1200-900 cm™* bolgelerinde degisimler grafikte goriilmektedir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Liyofilize siit tozu drneklerine ait FT-Raman spektrumlari.

358-462 cm™, 886-867 cm™, 1071-1083 cm™, 1301 cm™, 1442 cm™, 1652-1654 cm™ ve
2923-2919 cm™ bolgelerinde instensite olusan farkliliklar drnekler arasi farktan ileri
gelmektedir ve tiim bu bolgelerde B (kaynatilmis siit) 6rnegi digerlerinden rahatca
ayrilmakta en diisiik intensiteye sahip oldugu goriilmektedir. Kaynatmanin proteinler

tizerine etkisinin bir sonucu oldugu disiiniilmektedir. Buna ek olarak B 6rneginden sonra
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en diisiik intensiteye sahip Ornegin F (direkt UHT homojenizasyon sonra) oldugu
goriilmektedir. 2923-2919 cm™ civarindaki spektrum C-O bagmin esnemesi sonucu
ortaya ¢ikmistir. Bu spekturumun proteinlerle degil yaglarla ilgili oldugu ¢alismalardada
gosterilmistir, yaglarda bulunan CH2 molekiiliiniin simetrik esnemesi ile iligkili olacagi
acikca belirtilmistir. En yliksek D 6rneginde iken en diigiik yine kaynatilmis siit 6rnegi

olan B 6rneginde oldugu goriilmiistiir.

1652-1654 cm civarinda meydana gelen pik amit-l bdlgesini temsil etmekte ve direk
proteinlerdeki degisimlerle iligskilendirilmektedir. B ve F Orneginde oldukca diisiik
intensiteye sahip olmasinin yani sira A Ornegine yani ¢ig siit 6rnegine en yakin D
Orneginin intensitesi oldugu goriilmektedir. Isil isleme bagl olarak kaynatilmis siitte

azalmus, direkt 1s1l islem yonetmi ile iiretilen siitte de azaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Liyofilize siit tozu orneklerine ait FT-Raman spektrumlariin temel bilesim

analizi.

ATR-FTIR olgiimlerinde oldugu gibi Raman bantlar1 da temel bilesen analizine tabi
tutulmus ve sonuglar gruplandirma yapilarak degerlendirilmistir (Sekil 4.11). Raman siit
orneklerinin temel bilesen analizi yapilirken Orneklere bir¢cok pre-processing islemi
denenmis olup, en uygun mean center ve first derivative olarak se¢ilmistir. Analizi en 1yi
aciklayan PC1 ve PC2 komponenti olup birinci komponent %64.52 oraninda analizi

aciklarken ikinci komponentte bu deger %6.40 olarak belirlenmistir. Kaynatilmis siit
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ornekleri ayn1 grupta yer alirken diger o6rneklerden kolayca ayrilmistir. Cig siit 6rnekleri
de ayni sekilde 1si1l islem gormiis biitlin O6rneklerden ayrilmistir. Direkt UHT
homojenizasyon isleminin sonra uygulandigi érneklerde bir arada toplanirken indirekt
yontem ile 1s1l isleme maruz kalan 6rnekler orjin etrafinda bir grup olusturmuslardir.
Fakat burada homojenizasyon iglemine gore bir ayrim goérmek miimkiin olmamakta,
temel bilesen analizinde ortaya c¢ikan ayrim yalnizca 1sil islem yontemine gore

gerceklesmistir.

4.3.3. pH4.6-¢coziinmeyen Fraksiyonda ATR-FTIR Analiz Sonuc¢lar:

! spektrumu siit lipitlerinin agil

Sekil 4.12°de belirgin olarak gozlenen 2911 cm”
zincirlerindeki CH2 molekiillerinin asimetrik olarak gerilmesini, 2951 cm™ spektrumu ise
trigliserid ve fosfolipitlerin agil zincirlerindeki CH2 molekiillerinin simetrik olarak
gerilmesinin sonucu olusmaktadir (Dufour ve ark., 2000). Homojenizasyon islemi
uygulanmayan B ve C 6rneklerinde bu iki spektrumun intensitesi homojenizasyon islemi

uygulanmis olan D, E ve F 6rnekleri ile kiyaslandiginda daha diisiiktiir. Neredeyse B ve

C orneklerinde bunun tamamen kayboldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.12. Siit 6rneklerinin pH4.6-¢oziinmeyen faza ait ATR-FTIR grafikleri.

1743 cm™ da meydana gelen spektrum trigliseridlerdeki ester baglarinda olusan C=0O

gerilmesini gostermektedir (Karoui ve ark., 2003). B ve C 6rnekleri D, E ve F ye oranla

67



daha diisiikk instensiteye sahiptir. RP-HPLC ile serum proteinleri analizinde de
gozlemlendigi tizere indirekt UHT homojenizasyonun uygulanmadigi (PC) 6rnek serum

protein deseni agisindan kaynatilmis siite yakinlik géstermektedir.

Amit-1 bolgesi olarak adlandirilan 1600-1700 cm™ peptid baglarindaki C=0 gerilmesi
sonucu olusan titresimleri gostermektedir ve proteinlerin ikincil yapis1 hakkinda bilgi
vermektedir. Amit-II bolgesini ise 1500-1600 cm™ de olusan N-H gerilmesi gostermekte
ve proteinler hakkinda genel bilgi vermektedir (Kher ve ark., 2007). D, E ve F 6rnekleri
amit-I bolgesinde bulunan (1697 cm™, 1686 cm™ ve 1618 cm™) spektrumu bakimidan
B ve C Oorneklerinden ayrilmaktadir, intensiteleri arasindaki fark agikca
gozlemlenebilmektedir. Isil islem gormis olan UHT siitlerde bu farkin temel sebebi
intramolekiiler B-tabakalariin agregasyonudur. Ayrica, ¢ig siit 6rneginde oldugu gibi D,
E ve F 6rneklerinde de 1500-1600 cm™ spektral aralikta 3 pik tespit edilmis olup, B ve C
orneklerinde ayni spektral aralikta 2 pik varligi gézlenmistir. pH4.6-¢6ziinmeyen faza ait
FTIR bantlarindaki bu farkliligin protein denatiirasyonundan ¢ok deamidasyon ve/veya

defosforilizasyon diizeyi farkliligindan kaynaklandigi tahmin edilmektedir.

1200- 1500 cm™ (Amit-III) bolgesi de proteinlerin ikincil yapisin1 belirlemede
kullanilmaktadir. Bu bolgedeki spektrumlar N-H baglarindaki kirilma (Jaiswal ve ark.,
2015) ve C-H baglarindaki gerilme titresimleri sonucu olugmaktadir. Ayrica 1490-1500
cm™ acil yag asidi zincirlerinin CH2 grubunda meydana gelen makaslama hareketi sonucu
da olusmaktadir (Mendelsohn ve ark., 2010). Amit-III blgesinde bulunan 1441 cm™ de
biitiin 6rneklerdeki farkliliklar acik¢a goriilmekte ve B ve C oOrneklerinde oldukca
diisiiktiir. 1288-1256 cm™ (unordered structure ) ve 1255-1224 cm™* (B-tabakalar1) de ki
intensiteler kiyaslandiginda B ve C 6rnegi A, D, E ve F 6rneklerinde daha yiiksektir.
Bunun sebebi B-tabakasmin stres altinda kalmasi ve protein agregasyonuna biiylik

cogunlukla kazeinin katilmasinin oldugu diisiiniilmektedir.

1054-1063 cm™® bolgesi CO esnemesi sonucu olusmakta ve daha ¢ok siitte bulunan bir
seker olan laktoz ile ilgilidir. 1025-1363 cm™ spektral aralik ise siit mineralleri, siit yag
ve laktoz parmak izi bolgesi (900- 1200 cm™) (Kaur ve ark., 2017; Kher ve ark., 2007)

ve amit-11I bolgesini (1200- 1500 cm-1 farkli protein ve siit bilesen interaksiyon parmak
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izi bolgesi) (Zhou ve ark, 2006; Gebhardt ve ark., 2011) temsil etmektedir. Cig siit (A
ornegi), indirekt UHT uygulanan 6rnekler (D ve E 6rnekleri) ile homojenizasyonun UHT
islemi sonras1 uygulandigi1 direkt UHT 6rneginde (F 6rnegi) 2800-3000 cm™ spektral
aralikta gozlenen pikler kaynamis (B 6rnegi) ve direkt UHT uygulanmis ve 1s1l islem
oncesi homojenize edilen 6rnekte (C 6rnegi) gozlenmemistir. Bu durum homojenizasyon
sonucu serum proteinleri, kazeinler ve yag globiil membran proteinleri arasinda 1s1 ve

homojenizasyon ile tetiklenen kovalent interaksiyonlar ile agiklanmaktadir.
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Sekil 4.13. Siit 6rneklerinin pH4.6-¢oziinmeyen faza ait ATR-FTIR sonuglarinin temel

bilesim analizi.

pH4.6-¢coziinmeyen fraksiyonuna ait 6rneklerin ATR-FTIR spektrumlarida temel bilesen
analizi uygulanarak degerlendirilmis olup, pre-processing islemlerinden denemeler
soncunda mean centering uygun goriilmistiir. PC1 %70.06, PC2 %29.01 oraninda ayrimi
aciklamaktadir. Sekil 4.13’de goriildiigii  ilizere pH4.6-¢oziinmeyen Ornekleri
homojenizasyon isleminin yapilip yapilmamasina gore net bir sekilde ayrilmistir. Bunun
disinda hi¢ bir islem uygulanmamis olan ¢ig siite ait ¢oziinmeyen fraksiyonlarda
digerlerinden ayr1 bir grup olusturmustur. Yine beklendigi {izere kaynatilmis siit (PB) ve
indirekt UHT homojenizasyon olmayan (PC) ayn1 grupta yer almaktadir. PD, PE ve PF
ornekleri bir grup olustuturken burada 1s1l islem ydntemine gore veya homojenizasyon

sirasina gore basarili bir ayrim elde edilmemistir.
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4.3.4. pH4.6-¢oziinmeyen Fraksiyonda FT-Raman analiz sonuclar:

UHT siitlerin pH4.6’ya getirilerek ¢oktiiriilmesi sonucu elde edilen peletlerde de diger
orneklerde oldugu gibi liyofilizasyon islemi sonrast Raman 6l¢timleri alinmis ve FTIR
dlgiimlerine benzer sekilde sonug elde edilmistir. 3058-3060 cm™ ve 2927-2930 cm*
dalga sayisinda goriilen spektrumlar aromatik ve alfatik aminoasitlerden kaynaklanan C-
H esnemesi ile iligskilendirilmektedir (Howell ve ark., 1999). Homojenizasyon islemi
uygulanmayan A, B ve C 6rneklerinde bu spektrumun intensitesinin daha yiiksek oldugu
goriiliirken, homojenizasyon uygulanan D, E ve F orneklerinde daha diisiik olarak
gozlemlenmistir (Sekil 4.14). En disiik ise direkt 1sil islem yontemi ile iiretilen F

orneginde oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.14. Siit 6rneklerinin pH4.6-¢6ziinmeyen faza ait FT-Raman grafikleri.

UHT siit 6rneklerinde de gdzlemlenen 1745 cm™ civarinda goriilen pik belirtildigi gibi
lipoliz esnasinda olusmakta ve ester baglarindaki C=0O esnemesi sonucu olusan bir
titresimdir. Sekil de D ve E orneklerinde intensitesi diisiik olsada bu spektrum
goriilmekteyken diger oOrneklerde olmadigi gdzlemlenmektedir. Ozellikle, UHT
uygulanan ve homojenize edilen 6rneklerde bu bantlarin yogunlugunun azalmasi yag

globiil boyutundaki azalma ile iligkilendirilmistir.
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Amit-1 (1700-1600 cm™) bolgesini temsil eden 1669 cm™, 1607 cm™ dalga boyunda ve
amit-11 ( 1600-1500 cm™) bolgesini temsil eden 1548 cm™ dalga boyundaki spektrumlar

arasinda literatiirle uyumlu olarak belirgin farklar bulunmaktadir.
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Sekil 4.15. Siit 6rneklerinin pH4.6-¢oziinmeyen faza ait FT-Raman sonuglarinin temel

bilesim analizi.

pH4.6-¢6zlinmeyen Orneklerinin raman spektrumlarida temel bilesen analizi uygulanarak
degerlendirilmis olup, pre-processing islemlerinden denemeler soncunda mean center
uygun gortilmiistiir. PC1 %92.74, PC2 %3.34 oraninda ayrimi agiklamaktadir (Sekil
4.15). Sekilde goriilecegi lizere ATR-FTIR ol¢limlerinden farkli olarak hem 1sil iglem
yontemine gore hem de homojenizasyon sirasina gore bir ayrim elde edilmistir. Higbir
islem uygulanmayan ¢ig siit 6rnekleri digerlerinden belirgin sekilde ayrilirken benzer
cikmast beklenen 1s1l isleme maruz kalan fakat homojenizasyon islemi olmayan B ve C
ornekleri bir grupta toplanmustir. indirekt 1s1l islem yontemi ile iiretilen D ve E 6rnekleri
de yine aynmi grupta bulunurken direkt 1sil islem uygulanmis olan F 6rnegi bunlardan

ayrilmistir. Bu yontemde ATR-FTIR a gore daha basarili bir ayrim elde edilmistir.

4.3.5. Ultrasantrifiij-pelet ATR-FTIR Analiz Sonuclar
Siit birgcok proteinden olusmus kompleks bir yap1 olsada, siit proteinleri temel olarak
kazeinler ve serum proteinleri olmak iizere ikiye ayrilmistir. Siit proteinlerinin 6n

fraksiyonlama metotlar1 kimozin ile ayirma, izoelektrik ¢oktiirme ve ultrasantrifiij ile
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gerceklestirilmektedir. Kimozin ile fraksiyonlama daha c¢ok peynir iiretiminde
kullanilmakta ve bu islem sonucunda rennet kazein ve peynir alt1 suyu elde edilmektedir.
Kimozin k-kazeinde ki Phel05-Met106 bagina 6zgiidiir, bu bagi kirarak k-kazeni
hidrofobik para-k-kazeine ve hidrofilik olan kazeinomakropeptide ayirmaktadir. Bu

proteoliz kazeinlerin yapisinda par¢alanmaya neden olur ve bdylece pihti olusur.

Bu tez kapsaminda uygulanan metotlardan biri olan izolelektrik ¢oktlirme sonucunda ise
asit kazein ve serum olarak proteinler ayrilmaktadir. Siit pH’s1 normalde 6-7 arasindadir
ve kazein miselleri net negatif yiike sahiptir, bu pH siite asit eklenmesi ile izoelekrik nokta
olan 4.6 ya diismesi saglanir. Boylece misellerin dis ylizeyi ndtrlenerek bir agregasyon
meydana gelmektedir. Siitiin pH smin 4.6’ya diismesinden sonra kolayca diisiik hizdaki

santrifiijde kolayca ayrilabilmektedir.

Calismada kullanilan ikinci metot ise siklikla kullanilan ultrasantrifiij ile proteinlerin
ayrilmast islemidir. Ultrasantrifiij, yiiksek hizda santrifiij ile ayirma metotudur ve
merkezcil ivmenin sedimentasyon prensibine dayanmaktadir. Kazeinler radyal yonde
ayrilarak pelet haline gelmektedir. Kazein haricindeki diger proteinlerde serum
proteinleri olarak adlandirilmaktadir. Ultrasantrifiijiin en 6nemli olumlu 6zelligi misel
yapisinin zarar gormemesidir. Orijinal misel yapisindaki 6zelliklere benzer olacak sekilde
bu iglem geri doniistiirtilebilirdir. Diger yandan ultrasantrifiij ile fraksiyonlama metotunda
dikkat edilmesi gereken husus ¢ok kiiciik kazein misellerinin ¢okeltilmesi zor oldugundan
bu kazein kalintilarida serum proteini olarak tanimlanmaktadir. Diger 6nemli nokta ise
ultrasantrifiij serumda p-kazein miktariin yiiksek olmasidir. B-kazein disiik
sicakliklarda yapidan ayrildigindan ve ultrasantrifiij islemide genellikle +4 derecede
uygulandigindan B-kazein kazein miselinden ayrilarak sicakligin etkisi ile serum faza

gecebilmektedir (Jensen ve ark., 2012).

Ultrasantrifiij iglemi tiim bunlar dikkate alinarak 135000 g de 20 °C de 1 saat de
gerceklestirilmistir. Ultrasantrifiij sonucunda elde edilen 6rnekler pH4.6 Grneklerinde
oldugu gibi pelet ve serum fazi olarak ayri olarak liyofilize edilmis 6l¢iim anina kadar

saklanmustir.

72



Sekil 4.16’da goriilen ultrasantrifiij-pelete ait ATR-FTIR grafiginde ornekler arasi
farkliliklar meydana gelen bélgeler belirlenmistir. 2921 cm™ ve 2850 cm™ de, 1742 cm?
ve 1233 cm? bantlarindaki farkliliklar agik¢a goriilmekle birlikte, 3292, 1640, 1515,
1452, 1386, 1303, 1554-1556, 1069 ve 539 cm™ bantlarindada 6nemli farkliliklar oldugu

saptanmistir.
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Sekil 4.16. Siit drneklerinin ultrasantrifiijii sonucu elde edilen pelete ait ATR-FTIR
grafigi.

2921 cm™ bandi siit yagmin agil zincirlerindeki CH> grubundaki asimetrik gerilmeler
sonucu olustugu, 2850 cm™ de ise trigliseridlerin ve fosfolipitlerin yapisindaki CH
grubundaki simetrik gerilmeler sonucu olustugu bilinmektedir. Bu iki bantta indirek UHT
homojenizasyon sonra ( D ) uygulanan 6rnekte yiiksek olup, onu takiben indirekt UHT
homojenizasyon 6nce ( E ) ve az da olsa ( F) direkt UHT homojenizasyon sonra 6rneginde
saptanmistir. Homojenizasyon islemi bulunmayan A, B ve C 6rneginde bu bantlarin
intensitesi smirlidir. Bir diger yaglarla ilgili olan 1742 cm™ de gdzlemlenen bant
triacilgliserollerde bulunan ester baglarindaki C=0O baglarimin esnemesi ile
iligkilendirilmistir. Literatlirde ester baglarinin esnemesi protein-yag interaksiyonlari ile
ilgili olabilecegi gibi yaglarin fiziksel halinin degigsmesi sonucu da ortaya c¢ikabilecegi

belirtilmistir.
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1450-1765 cm™ spektral aralikta pH4.6-¢oziinmeyen fazda gozlenen farkliliklarin
orneklerin ultrasantrifiij-pelet profilleri ig¢in de gegerli oldugu bulunmustur (Sekil 4.16).
D, E ve F 6rneklerinde 1600 cm™ spektral bolgede diger orneklerden farkli olarak 3. bir
pikin varlig1 belirlenmistir. Indirekt yontemle iiretilen UHT siit 6rneklerinde (D ve E
ornekleri) daha belirgin olan bu pikin hem B-LG/a-LA ile k-CN interaksiyonlar1 hem de
serum proteinleri ve Kkazeinlerin-homojenize siit yag globlili membran proteinleri

interaksiyonu sonucu olustugu diisiiniilmektedir.

ATR-FTIR ultrasantrifiij-pelet
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Sekil 4.17.  Siit 6rneklerinin ultrasantrifiijii sonucu elde edilen pelete ait ATR-FTIR

sonuglariin temel bilesim analizi

Ultrasantrifiij-pelet  orneklerinin  ATR-FTIR datalarina temel bilesen analizi
uygulanmistir. En iyi ayrim1 gorebilmek amaci ile analize uygun pre-processing islemleri
denenmis ve sonug¢ olarak mean centering islemi uygun goriilmiistiir. Yapilan temel
bilesim analizi sonucunda birinci komponent PC1 %70.42, ikinci komponent PC2 ise
%28.81 oraninda ayrimi agiklamaktadir (Sekil 4.17). Homojenizasyon isleminin
uygulandigr 1s1l islem yontemlerinin farkli oldugu D, E ve F 6rneginde ayrim oldukca
basarili iken ¢ig siit (A ), kaynatilmus siit (B ) ve homojenizasyon uygulanmayan indirekt
UHT ( C ) 6rnegi ayn1 yerde toplanmistir. Yani homojenizasyon uygulanmayan 6rnekler
kendi i¢lerinde 1s1l isleme gore ayrilamazken homojenizasyon iglemi uygulanan 6rnekler
hem 1s1] iglem yontemine gére hemde homojenizasyonun 6nce veya sonra uygulanmasi

durumuna gore basaril bir sekilde ayrilmstir.
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4.3.6. Ultrasantrifiij-pelet FT-Raman Analiz Sonugclari

2929 cm* ve 2720 cm! spektrumlar siitteki lipit bilesenin verdigi spektrumlardir. Sekil
4.18’de siit orneklerinin ultrasantrifiijlenmesi sonucu olusan peletlerin ATR-FTIR
spektrumlar1 incelendiginde 2720 cm™ spektrumu ¢ig siit, kaynatilmus siit ve UHT islemi
uygulanmis siit drneklerinin hepsinde birbirine yakin oldugu gézlemlenmistir. 2929 cm™
spektrumu icin ise homojenizasyon islemi uygulanan UF, UD ve UE o6rneklerinde ¢ig
siitle yakin, UB ve UC o6rneklerinde ise bunlardan daha diisiik oldugu gézlemlenmisir.
2929 cm™ spektrumu literatiirde CHz molekiiliiniin asimetrik esnemesi sonucu olusan

yaglarla ve protein-yag interaksiyonlari ile iliskilendirilmistir.
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Sekil 4.18. Siit 6rneklerinin ultrasantrifiij sonucu elde edilen pelete ait FT-Raman grafigi.

1500-1700 cm* (amit-1 ve amit-IT) bolgesinde 1658 cm™, 1607-1611 cm™ ve 1447 cm?
olmak tizere ii¢ farkli pik tespit edilmisitir. Bu bolgede ki pikler degerlendirildiginde en
yiiksek UA ve UF 6rneginin intensitesi iken bunu UB ve UC izlerken en diisiik UD ve

UE o6rneklerinde oldugu gozlemlenmistir.

1303 ve 1318 cm™ sepktrumlari o-heliks yapry1 temsil ederken, 1255 cm™ spektrumu ise
unordered yapiy1 gostermektedir. Yine amit-1 ve amit-11 bolgesinde oldugu gibi direkt 1s1l

islem yontemi ile tiretilen homojenizasyonun sonra uygulandigi UF 6rneginde en yiiksek
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bulunmusken, indirekt yontemle iiretilen UD ve UE orneklerinde en diisiik oldugu
saptanmustir. 1200-900 cm™ spektrumlari arasinda olan V. Bélge olarak adlandirilan
bolgede 1075 cm™ ve 1004 cm™ olmak iizere iki farkli pik tespit edilmis ve UA, UF

orneklerinde gozlemlenirken en diisiik UD ve UE 6rneklerinde oldugu belirlenmistir.

Raman ultrasantrifiij-pelet
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Sekil 4.19. Siit orneklerinin ultrasantrifiij sonucu elde edilen pelete ait FT-Raman

sonuclarmin temel bilesim analizi.

Ultrasantrifiij-pelet  6rneklerinin  FT-Raman datalarina temel Dbilesen analizi
uygulanmistir. En iyi ayrim1 gorebilmek amaci ile analize uygun pre-processing islemleri
denenmis ve sonug olarak mean centering vr first derivative islemi uygun goriilmiistiir.
Yapilan temel bilesim analizi sonucunda birinci komponent PC1 9%55.91, ikinci
komponent PC2 ise %12.63 oraninda ayrimi agiklamaktadir (Sekil 4.19).
Homojenizasyon uygulanan ¢ig siit (UA), kaynatilmis siit (UB) ve indirekt yontemle
tiretilen homojenizasyon uygulanmayan (UC) siitlere ait ultrasantrifiij-pelet 6rneklerinin
FT-Raman spektrumlari y-eksenin sol tarafinda toplanirken, homojenizasyon uygulanan
indirekt yontemle {iretilen homojenizasyonun sonra uygulandigi (UD), indirekt yontemle
tiretilen homojenizasyonun 6nce uygulandigi (UE) ve direkt 1s1] islem yontemi ile iiretilen
homojenizasyonun sonra uygulandigi (UF) oOrnekleri y ekseninin sag tarafinda
toplanmistir. Homojenizasyon isleminin yapilip yapilmamasina gore net bir ayrim elde
edilmistir. Ayrim netliginin verilerin 6n islem proseslerini degistirerek/tekrarlarla daha

da iyilesecegi diisliniilmektedir. Ancak, bu tez kapsaminda fazlaca irdelenmemistir.
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Cig siit ornekleri de ( UA ), kaynatilmis siit ( UB ) ve indirekt homojenizasyon olmayan
( UC) orneklerinden basarili bir sekilde ayrilmistir. Yine homojenizasyon islemine tabi
tutulan UD, UE ve UF ise 1s1l islem yontemine gore ayrilmis, UD ve UE oOrnekleri bir
arada toplanirken direkt 1s1l islem yontemi ile liretilmis olan UF 6rnekleri bunlardan ayr1
bir boliimdedir. Homojenizasyon isleminin dnce ya da sonra olmasina gore bir ayrim

gbzlemlenmemistir.

4.3.7. pH4.6-¢oziinen Fraksiyonda ATR-FTIR Analiz Sonuclari

UHT siitlerdeki kazein kisminin pH4.6’da ¢oktiiriilmesi ile edilen serum fazi liyofilize
edildikten sonra ATR-FTIR ile analiz edilmistir. Sekil 4.20’de gorildigi gibi 3292,
2868, 1624, 1416,1380, 1258, 1120, 1038, 1017, 875-898, 775, 704, 536 cm

spektrumlarinda 6rnekler arasi farliliklar bulunmaktadir.
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Sekil 4.20. Siit 6rneklerinin pH4.6-¢dziinen fraksiyonuna ait ATR-FTIR grafigi.

3292 cm! de goriilen spektrum H-O gerilmesi sonucu, 2868 cm™ ve 2925 cm™ de gériilen
sepktrumlar ise sirasiyla trigliseridlerin ve fosfolipitlerin agil zincirlerinde bulunan CH2
molekiiliin simetrik ve asimetrik gerilmesi ile olusmustur. Bu bdlgede beklendigi gibi

ornekler arasi dikkate alinacak bir fark bulunmamaistir.

Amit-I bolgesini temsil eden spektrum 1624 cm™ de meydana gelmis olup, ¢ig siit
orneginde yiiksek olup diger 6rnekler arasinda belirgin fark gozlemlenmemistir. Amit-|
bolgesinde olusan spektrumlar C-O gerilmesi ile olusan titresimlerle ilgili olup,

1700 cm™ ve 1660 cm™ arasinda goriilen absorbsiyon bantlar1 f-sarmal (turn) yapiya,
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1660-1650 cm™ arasinda gdzlemlenen bantlar a-heliks yapiya, 1640-1618 cm™ de
goriilenler ise B-sheet tabakasr ile iliskilidir (Wang ve ark., 2011). Ozellikle 1624 cm™
de goriilen spektrum incelendiginde ¢ig siit 6rnegine en yakin indirekt yontemle iiretilen
homojenizasyon sonra uygulanan PD ve direkt 1sil islem yontemi ile tretilen
homojenizasyonun sonra uygulandigi PF 6rnekleri bulunmustur. Kaynatilmis siit (PB),
indirekt homojenizasyon uygulanmayan o6rnekler (PC) ve indirekt homojenizasyonun

once uygulandig1 6rnekler (PE) bulunmustur.

Proteinlerin parmak izi bolgesi olan Amit-111 (1500-1200 cm™) bolgesine ait 1380 cm™
ve 1258 cm™ de bulunan iki farkli spektrumlar gézlemlenmistir. Bu bolgede gdzlemlenen
spektrumlar proteinlerin alpha helix, B sheets ve random yapulari ile ilgilidir. 1380 cm™
ve 1258 cm™ spektrumlarinin ikiside benzer sekilde ¢ig siit drneginde en yiiksek olup F
ve D 6rneginde yakin B ve C 6rneginde daha az yogunlukta olup, E 6rneginde en diisiik
olarak gozlemlenmistir. 800-1250 cm? bolgesinde kalan 1120, 1038, 1017, 875-898
cm? spektrumlari gogunlukla karbonhidratlar 6zellikle de laktoz ile ilgili olup, 6rnekler
arasi biiyiik farklar olmamakla birlikte yine homojenizasyon isleminin sonra uygulanmasi
ile tretilen direkt (F) ve indirekt (E) kullanilan 6rneklerde digerlerinden daha yiiksek

intensiye sahip oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.21. Siit orneklerinin pH4.6-¢oziinen fraksiyonuna ait ATR-FTIR sonuglariin

temel bilesim analizi.

78



Siit 6rneklerinin pH4.6-¢6ziinen fraksiyonlarina ait ATR-FTIR 6l¢iimleride temel bilesen
analizi uygulanmistir. Analiz i¢in 6rnekler pre-processing islemine tabi tutulmus olup
ayrimi en iyl agiklayan mean center islemi uygulanmistir. Ayrimi agiklanan
komponentlerden PC1 %85.70 iken PC2 %12.26 olarak belirlenmistir (Sekil 4.21).
pH4.6-¢6ziinmeyen fraksiyon oOrneklerine benzer sekilde A (¢ig siit) ornegi kendi
arasinda bir grup olup digerlerinden belirgin bir sekilde ayrilirken, homojenizasyon
islemi uygulanmayan fakat 1s1l isleme tabi tutulan B (kaynatilmis siit) ve C (indirekt UHT
homojenizasyon yok) &rnekleri ayni1 bdlgede toplanmustir. Indirekt 1s1l islem ydntemi ile
tiretilen homojenizasyonun 1s1l islemden 6nce uygulandig1 (E) ve homojenizasyonun 1sil
islemden sonra uygulandigi (D) Ornegi ise ayni grupta yer alirken, yine
homojenizasyonun sonra uygulandigi fakat direkt 1s1l islem yontemi ile sterilize edilen
(F) ornek diger orneklerden ayrilmistir. Burada agikca goriilen ATR-FTIR islemi
sonucunda  pH4.6-¢oziinen  fraksiyonlara ait  Orneklerin  spektrumlari  da
pH4.6-¢coziinmeyen fraksiyonlara ait drneklerde oldugu gibi temel bilesen analizi ile
gruplandirilmistir. Homojenizasyon isleminin yapilip yapilmamasi gruplandirmada etkili

olurken dnce veya sonra uygulanmasi ise 1s1l islem yontemi kadar etkili olmamustir.

4.3.8. pH4.6-¢oziinen Fraksiyonda FT-Raman Analiz Sonuclar:
Sekil 4.22°de pH4.6-¢6ziinen fraksiyonuna ait FT-Raman grafikleri topluca

goriilmektedir.

RAMAN-1064 PH4.6 SOLUBLE

| & A
| wf% v | I

| \"'Jk“&kwj\:»\/w\ IS J AN

‘ LN%WMMMN#‘ o

8] 200 400 600 80O 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000

INTENSITE

DALGA SAYISI (em™")

Sekil 4.22. Siit 6rneklerinin pH4.6-¢oziinen fraksiyonuna ait FT-Raman grafikleri.
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Siit tipik olarak Raman spektroskopisinde 355-445 cm™ dalga sayis1 dolaylarinda iki pik
vermektedir ve bu pikler laktozu temsil etmektedir (Kirk ve ark., 2007; McGoverin ve
ark., 2010). Calismamizda bu spektral aralikta tiim Orneklerde (pH4.6-¢6zlinen
fraksiyonlarinda) iki pik varhigi tespit edilmistir ancak pik yogunluklarinin UHT
uygulanmis siit orneklerinde daha zayif oldugu gorilmistir (Sekil 4.25). Tim siit
orneklerinin pH4.6’da ¢ozlinen fraksiyonlarinda amit-III spektral bolgede (1235-1270
cm™) piklerin varlig1 tespit edilmistir (Sekil 4.22). Ozellikle ¢ig siitte daha belirgin olan
pikler serum proteinlerinin (6zellikle B-LG’nin) p-tabaka yapisi hakkinda bilgi
vermektedir. Isil iglem uygulanmis 6rneklerde B-pilili yapida kismi zayiflamalar tespit
edilmistir. Bu zayiflamalarin molekiiller arasi hidrojen baglarinin kirilmasi ile iliskisi
oldugu diisiiniilmektedir. 936 cm™ spektral dalga sayis1 proteinlerde o-heliks yapi
hakkinda bilgi vermektedir.

Cig siit (A) bu spektral dalda sayisinda 1s1l islem uygulanmis 6rneklere oranla daha yogun
bir bant varligina sahip bulunmustur. Gerek 936 cm™ dalga say1s1 gerekse amit-I1I bolgesi
1s1 etkisi ile serum proteinlerinin hem B-tabaka hem de a-heliks yapilarinda degisimler
(zayiflamalar) meydana geldigini gostermektedir -ki bu durum serum proteinlerinin 1sil
denatiirasyonu 1ile agiklanmaktadir. Benzer bir profil C-H temsil bantlar1 igin de
bulunmustur (1453 cm™ dalga sayis1). Tiim 1s1l islem gormiis siit Srneklerinde C-H temsil
piklerinin yogunlugunun birbirleri ile benzer ancak ¢ig siitten daha zayif oldugu
goriilmistiir. A, B ve C 6rneklerinde -C-H ya da =C-H gerilme bolgelerinde (2880-2930
cm?) goriilen piklerin UHT uygulanan ve homojenize edilen D, E ve F 6rneklerine oranla

daha biiyiik oldugu tespit edilmistir.

Siit 6rneklerinin pH4.6-¢6ziinen fraksiyonlarina ait FT-Raman 6l¢iimleride temel bilesen
analizi uygulanmistir. Analiz i¢in Ornekler pre-processing islemine tabi tutulmus olup
ayrimi en iyi agiklayan mean centering ve first derivative islemi uygulanmistir. Ayrimi
aciklanan komponentlerden PC1 %50.05 iken PC2 9%13.26 olarak belirlenmistir (Sekil
4.23). Diger orneklerde oldugu pH4.6-¢6ziinen fraksiyon orneklerinde de ¢ig siit (P)

digerlerinden agikca ayrilmistir.
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Sekil 4.23. Siit orneklerinin pH4.6-¢ozlinen fraksiyonuna ait FT-Raman sonuglarinin

temel bilesim analizi.

Homojenizasyon islemi uygulanmayan fakat 1s1l isleme tabi tutulan PB (kaynatilmis siit)
ve PC (indirekt UHT homojenizasyon yok) Ornekleri ise ayn1 bolgede toplanmuistir.
Indirekt 1s1] islem yontemi ile iiretilen homojenizasyonun 1s1l islemden 6nce uygulandig
(P) ve homojenizasyonun 1sil islemden sonra uygulandigi (PD) ve direkt 1si1l islem
yontemi ile tiretilen homojenizasyonun 1s1l islemden sonra uygulandigi (PF) ornekleri
ama net bir sekilde ayrilmamigstir. Homojenizasyon islemi uygulanan UHT siitlerin hepsi
birarada toplanmistir. Homojenizasyon isleminin yapilip yapilmamasina gore net bir
ayrim elde edilirken 1s1l islem yontemine ve ya homojenizasyonun 1s1l islemden 6nce
yada sonra uygulanmasina gore bir ayrim yapilamamistir. Bununla birlikte tiim liyofilize
ve sivi Ornekler -80 °C’de muhafaza edilmekte olup olasi tekrarlar ve degerlendirmeler

i¢in kullanilabilecektir.
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5. YORUM

Cig siit, mikrobiyel agidan insan sagligini tehdit eden bir¢ok patojen mikroorganizma igin
uygun bir gelisim ortami1 olmasi nedeniyle 1sil isleme tabi tutularak tiiketilmektedir.
Endiistriyel diizeyde iki farkli 1s1l islem yaygin olarak kullanilmaktadir: pastorizasyon ve
UHT uygulamasi. Bu iki yaygin uygulama disinda son yillarda Yiiksek Sicaklikta
Pastorizasyon (Ultra High Pasteurization-UHP) uygulamasi da siit endiistrisinin gelistigi
iilkelerde kismen kullanilmaya baslanmistir. Hangi teknoloji kullanilirsa kullanilsin 1s1l
islem siitiin duyusal ve fiziko-kimyasal 6zellikleri ile beslenme degerini etkilemektedir.
Siitiin temel nitelikleri {izerine 1s1l islemin etkilerini minimize edebilmek amaciyla 1s1l
islemin sicaklik-slire normlarinin ve uygulama yontemlerinin dikkatli secilmesi
gerekmektedir. UHT siit diinya genelinde oldugu gibi iilkemizde de yaygin igme siitii
formu durumundadir. ABD ve iilkemizde dahil olmak iizere AB ve AB aday iilkelerinde
UHT siit tiiketimi (ingiltere, irlanda, Hollanda, Danimarka ve Avusturya haric) toplam
igme siitli pazarma hakim durumdadir. Dolayisiyla, UHT siit iiretim teknolojilerinin
dogru uygulanmas: siitiin hem besin degeri kayiplarinin en aza indirgenmesi hem de

sindirim etkinliginin miimkiin oldugunca yiiksek tutulmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Tez kapsaminda farkli UHT siit isleme teknolojilerinin siit proteinlerinin molekiiler
konformasyonuna olas1 etkileri arastirilmigtir. Uygulamalarin protein konformasyonu
tizerine etkileri Raman ve ATR-FTIR spektroskopileri ile irdelenmistir. RP-HPLC
yontemi ile serum protein denatiirasyon oranlari izlenmistir. Analitik ¢aligmalar hem
pH4.6°da ¢oziinen ve c¢oziinmeyen fraksiyonlar hem de kolloidal kazein fazi
(ultrasantrifiij-pelet) ve ultrasantrifiigasyon siipernatant: ile yiriitilmiistir. Beklenildigi
tizere, 1s1l islem uygulanmis tiim Orneklerde gerek pH4.6-¢6ziinen ve gerekse
ultrasantrifiij-serum fazinda serum proteini diizeylerinde azalma kaydedilmistir. Indirekt
UHT yontemiyle proses edilen ve homojenizasyonun 1s1l islem 6ncesi uygulandigi 6rnek
(E 6rnegi) kaynamis siit ile benzer serum proteini denatiirasyon profiline sahip oldugu

goriilmiistiir ( Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 ).

Ozellikle tez kapsaminda farkli kosullarda iiretilmis olan siit &rneklerinde proteinlerin
degisimi, protein-yag interaksiyonlar1 incelenmisir. Bu kapsamda hizli bir yontem olan

ATR-FTIR ve FT-Raman spektroskopisinden faydalanilmis ve hizli sonug elde
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edilmistir. RP-HPLC ile genelde proteinlerin serum fazindaki oransal degisimleri
incelenebilirken, PAGE analizleri de uzun siiren bir analiz oldugundan FTIR ve Raman

kullanilarak farklar1 gozlemlemek amacglanmastir.

Siit rneklerinin ATR-FTIR spektrumlari ele alindiginda, gerek amit-1 (1700-1600 cm™)
ve amit-11 (1600-1500 cm™) bolgelerindeki protein komponentleri profilleri gerekse lipit
bolgesindeki (2800-3000 cm™) pikler incelendiginde UHT siit iiretiminde kullanilan
teknolojilerin (direkt ya da indirekt) ve homojenizasyon uygulamalarinin protein
konformasyonlar1 iizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Pik yogunluklarinin UHT

uygulama modeline gore degiskenlik gosterdigi belirlenmistir.

pH4.6-¢6ziinmeyen fazlarina ait ATR-FTIR grafikleri Sekil 4.12°de verilmistir.
Homojenizasyon uygulanan siitlerin pH4.6-¢coziinmeyen fraksiyonlarinin  benzer
spektruma sahip oldugu, homojenizasyon uygulanmayan siitlerin spektrumlarinin
bunlardan farklihk gosterdigi saptanmistir. Major farkliliklarin 1025-1360 cm™, 1450-
1765 cm™ ve 2810-3031 cm! bantlarindan kaynaklandig: ilgili sekillerde goriilmektedir.
1600-1700 cm™* spektralar1 amit-1 bdlgesine karsilik gelmektedir ve agirlikli olarak peptid
baglarindaki C=0 gerilme vibrasyonlar1 hakkinda bilgi saglamaktadir. 1500-1600 cm™
spektral aralik ise amit-IT bolgesi olarak tanimlanmaktadir ve hem C=N gerilme
vibrasyonlari hem de N-H egilmeleri (bending) hakkinda bilgi saglamaktadir (Curley ve
ark., 1998; Kher ve ark., 2007). Cig siit 6rneginde oldugu gibi D, E ve F 6rneklerinde de
1500-1600 cm* spektral aralikta 3 pik tespit edilmis olup, B ve C &rneklerinde aym

spektral aralikta 2 pik varlig1 gézlenmistir.

2810-3031 cm spektral aralign agirhikli olarak siit lipit fraksiyonunu temsil etmektedir.
1025-1363 cm™ spektral aralik ise siit mineralleri, siit yag1 ve laktoz parmak izi bolgesi
(900- 1200 cm-1) (Anderle ve Mendhelson, 1987; Kher ve ark., 2007) ve amit-lIl
bolgesini (1200- 1500 cm-1 farkli protein ve siit bilesen interaksiyon parmak izi bolgesi)
(Zhou ve ark., 2006) temsil etmektedir. Cig siit (A ornegi), indirekt UHT uygulanan
ornekler (D ve E 6rnekleri) ile homojenizasyonun UHT iglemi sonrasi uygulandig: direkt
UHT o6rneginde (F 6rnegi) 2800-3000 cm-1 spektral aralikta gdzlenen pikler kaynamis

(B 6rnegi) ve direkt UHT uygulanmis ve 1s1l islem 6ncesi homojenize edilen 6rnekte (C

83



ornegi) gozlenmemistir. Bu durum homojenizasyon sonucu serum proteinleri, kazeinler
ve yag globiil membran proteinleri arasinda 1s1 ve homojenizasyon ile tetiklenen kovalent
interaksiyonlar ile agiklanmaktadir. C 6rneginde 2800-3000 cm™ spektral aralikta pik
gbzlenmemesine ait bir yorum gelistirilememistir. D, E ve F orneklerinde amit-111
bolgesinde (farkls siit bilesen ve protein interaksiyonlari bélgesi; 1025-1363 cm™ spektral
aralik) olusan pik profilleri A, B ve C orneklerinden farkli bulunmustur. pH4.6’da
¢oziinmeyen faza ait ATR-FTIR verilerine uygulanan PCA analizi sonucunda
homojenizasyon uygulanmayan kaynatilmis siit ornekleri (PB) ve homojenizasyon
uygulanmayan (PC) Ornekleri bir arada toplanirken, ¢ig siit bunlardan ayrilmaktadir.

Homojenizasyon isleminin uygulandig1 diger UHT siitler ise bir grup olusturmaktadir.

1450-1765 cm™ spektral aralikta pH4.6-¢oziinmeyen fazda gdzlenen farkliliklarin
orneklerin ultrasantrifiij-pelet profilleri i¢in de gegerli oldugu bulunmustur (Sekil 4.16).
D, E ve F &reklerinde 1600 cm™ spektral bolgede diger 6rneklerden farkli olarak 3. bir
pikin varlig1 belirlenmistir. Indirekt yéntemle iiretilen UHT siit érneklerinde (D ve E
ornekleri) daha belirgin olan bu pikin hem B-LG/a-LA ile k-CN interaksiyonlart hem de
serum proteinleri ve kazeinlerin-homojenize siit yag globiili membran proteinleri
interaksiyonu sonucu olustugu diistintilmektedir. Homojenizasyon isleminin protein
interaksiyonlar1 tizerinde bir etkisi olmasaydi oOzellikle B ornegi ile benzer pik
profillerinin elde edilmesi gerekirdi. Deneme 6rnekleri arasindaki FTIR profilleri ayrimi
PCA analizi ile daha net ortaya konulmustur (Sekil 4.17). Gerek amit-1 ve amit-II
bolgelerindeki protein komponentleri profilleri gerekse lipit bolgesindeki (2800-3000
cm™) pikler incelendiginde indirekt UHT uygulamast ile direkt UHT uygulamasi arasinda
da farkliliklarin oldugu goriilmektedir. D ve F ornekleri 1s1l islem sonrast homojenize

edilen UHT siit 6rneklerini temsil etmektedir.

Bu iki 6rnek arasinda hem 1600 cm™ hem de 2800-3000 cm™ spektral aralikta gdzlenen
farkliliklar, 1s1l islem uygulama modelinin siit bilesen interaksiyonlari i¢in belirleyici
oldugunu isaret etmektedir. Raman spektroskopisi molekiiller arast (intermolekiiler) ya
da molekiiller i¢i (intramolekiiler) baglarda deformasyona (stretching ya da bending)
baglh olarak ortaya g¢ikan vibrasyonal enerjinin Ol¢limiine dayali hassas bir analitik

yontemdir (Li-Chan, 2007). Bu teknik, molekiillerin vibrasyonel parmak izinin

84



deformatif olmayan bir sekilde izlenmesine olanak veren bir tekniktir. Farklt UHT siit
isleme teknolojilerinin ve homojenizasyon uygulama siralarinin UHT siit &rnekleri
tizerindeki olasi etkileri Raman spektroskopisi teknigi ile takip edilmistir. Siit tipik olarak
Raman spektroskopisinde 355-445 cm™ dalga sayisi1 dolaylarinda laktozu temsil eden iki
ana spektrum olusturmaktadir (Mendes ve ark., 2016). Tez kapsaminda bu spektral
aralikta ¢aligilan tiim 6rneklerde (pH4.6- ¢oziinen fraksiyonlarinda) iki pik varligi tespit
edilmistir ancak pik yogunluklarinin UHT uygulanmus siit 6rneklerinde daha zayif oldugu
goriilmistir. Tim siit orneklerinin pH4.6-¢6ziinen fraksiyonlarinda amit-11 spektral
bolgede (1235-1270 cm™) piklerin varlig: tespit edilmistir (Sekil 4.20). Ozellikle ¢ig siitte
daha belirgin olan pikler serum proteinlerinin (6zellikle B-LG’nin) B-tabaka yapisi
hakkinda bilgi vermektedir. Isil islem uygulanmis orneklerde B-pilili yapida kismi
zayiflamalar tespit edilmistir. Bu zayiflamalarin molekiiller arasi hidrojen baglarinin
kirtilmast ile iliskisi oldugu diisiiniilmektedir. 936 cm™ spektral dalga sayis1 proteinlerde
a-heliks yap1 hakkinda bilgi vermektedir. Cig siit (A) bu spektral dalda sayisinda 1sil islem
uygulanmis 6rneklere oranla daha yogun bir bant varligina sahip bulunmustur. Gerek 936
cm? dalga sayis1 gerekse amit-III bolgesi 1s1 etkisi ile serum proteinlerinin hem B-pilili
hem de a-heliks yapilarinda degisimler (zayiflamalar) meydana geldigini gostermektedir
ve bu durum serum proteinlerinin 1s1l denatiirasyonu ile agiklanmaktadir. Benzer bir profil

C-H temsil bantlar1 i¢in de bulunmustur (1453 cm™ dalga sayis).

Tiim 1s1l islem gormdiis siit 6rneklerinde C-H temsil piklerinin yogunlugunun birbirleri ile
benzer ancak ¢ig siitten daha zayif oldugu goriilmiistiir. A, B ve C 6rneklerinde —C-H ya
da =C-H gerilme bolgelerinde (2880-2930 cm™) goriilen piklerin UHT uygulanan ve
homojenize edilen D, E ve F 6rneklerine oranla daha biiyiik oldugu tespit edilmistir. Taze
siit drneklerinin pH4.6-¢oziinmeyen fraksiyonlarinda ise 1400-1500 cm™ dalga sayisi
araliginda (C-H egilme ya da C-O gerilme) E 6rneginde daha az olmakla birlikte tim
orneklerde pik yogunlugunun olustugu goriilmiistir 1700-1750 cm™ dalga sayisi
araliginda tiim 6rneklerde pik varlig1 tespit edilmistir. Bu spektral aralik ester yapisindaki
v(C=0) gerilmesini temsil etmektedir. Ozellikle, UHT uygulanan ve homojenize edilen
orneklerde bu bantlarin yogunlugunun azalmasi yag globiil boyutundaki azalma ile
iliskilendirilmistir. -C-H ya da =C-H gerilme bélgelerinde (2880-2930 cm™) E 6rnegi en

diisiik, B 0rnegi ise en yiiksek pik yogunluguna sahip 6rnekler olarak belirlenmistir.
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2857 ve 2899 cm™ dalga say1s1 yakinlarindaki bantlar sirastyla simetrik ve asimetrik v(C-
H) gerilme vibrasyonunu temsil etmektedir (Mendes ve ark., 2016). Genel olarak 6rnekler
arasinda pik profilleri bakimindan farkliliklar goriilmemekle birlikte, pik yogunluklarinin

151l islem uygulama modeline gore degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir.

Sonug olarak tez kapsaminda indirekt 1sil islem veya direkt 1s1l igslem yontemlerinin
proteinler tizerine etkisi, homojenizasyonun uygulanmasinin veya 1sil islemden sonra ya
da 6nce uygulanmasi durumunun proteinler lizerine etkisi, protein-yag interaksiyonlarina
etkisi incelenmis olup, ATR-FTIR ve Raman spektroskopisi kullanilarak
degerlendirilmesi saglanmigtir. Homojenizasyonun uygulanip uygulanmamasi proteinler
izerine etki saglarken, homojenizasyonun sirasinin ¢ok énemi olmadigi belirlenmistir.
Buna ek olarak homojenizasyon sirasindan ¢ok 1s1l islem yonteminin proteinlerin ikincil
yapist lizerine etkisinin daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Ayrica vibrasyonel
(titresimsel) yontemler hizli ve detayli bilgi vermesi nedeniyle, 1s1l islem proseslerinin ve
diger proses islemlerin  siitin  yapisal  degisimlerine olas1  etkilerinin
izlenmesi/incelenmesi adina etkili oldugu ortaya konmustur. Liyofilize halde toz/sivi
numuneler -80 °C’de saklanmakta olup. Gerek duyuldugunda tekrarlar/6lgiimler

alinabilecektir.
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EKLER

EK 1.1. Siit tozu 6rnegine ait ATR-FTIR sonuglarinin temel bilesim analizi loading

grafikleri
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EK 1.2. Siit tozu Ornegine ait FT-Raman sonuglarinin temel bilesim analizi loading

grafikleri
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EK 1.3. Siit 6rneklerinin pH4.6-¢6ziinmeyen fraksiyonuna ait ATR-FTIR sonuglarinin

temel bilesim analizi loading grafikleri

ATR-FTIR ph4.6-¢6ziinmeyen

0,025
0,02
0,015
0,01
0,005
-0,005 0 0,04 0,05
-0,01
-0,015
-0,02
-0,025
-0,03

PC 2 (29.01%)

PC 1 (70.06%)

ATR-FTIR ph4.6-¢6ziinmeyen

0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

-0,01
-0,02
-0,03

====P(C1(70.06%) ====PC2(29.01%)

101



EK 1.4. Siit 6rneklerinin pH4.6-¢c6zlinmeyen fraksiyonuna ait FT-Raman sonuglarinin

temel bilesim analizi loading grafikleri
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EK 1.5. Siit 6rneklerinin ultrasantrifiijii sonucu olugan pelete ait ATR-FTIR sonuglarinin

temel bilesim analizi loading grafikleri
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EK 1.6. Siit 6rneklerinin ultrasantrifiijii sonucu olugan pelete ait FT-Raman sonuglarinin

temel bilesim analizi loading grafikleri
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EK 1.7. Siit 6rneklerinin pH4.6-¢6ziinen fraksiyonuna ait ATR-FTIR sonuglarinin temel

bilesim analizi loading grafikleri
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EK 1.8. Siit 6rneklerinin pH4.6-¢6ziinen fraksiyonuna ait FT-Raman sonuglarinin temel

bilesim analizi loading grafikleri

Raman pH4.6-¢6zlinen

0,25
0,2
N
o0
015 @ ¢
4 °
o ® o
1
< % 0 ® o
3
& S oo
o~ ) @
©-02 -015 01 #1'@,190 &2 025

-0,2
PC 1 (50.05%)

Raman pH4.6-¢6ziinen

0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

-0,05
-0,1
-0,15
-0,2

e P( 1 (50.05%) ==—==PC 2 (13.26%)

106



EK 2. Tez Calismasi Orjinallik Raporu

Sablona uygun olarak hazirlanan “Orijinallik Raporu”nun imzali hali bu boliimde
verilmelidir.
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