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OZET

FARKLI ORIJINDEN SUTLERIN RENNETLENME
KINETIKLERININ YUZEY HIDROFOBISITESI
YAKLASIMIYLA INCELENMESI

SEDA YILDIRIM
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Boliimii
Tez Danismani: Prof. Dr. Yasar Kemal ERDEM
Haziran 2013, 70 Sayfa

Bu calismada farkh orijinden (inek, koyun, kecgi ve manda) sditlerin
rennetlenme kinetiklerindeki farkliliklarin, protein ylizey hidrofobisitesi
yaklasimi ile degerlendiriimesi amaglanmistir. Bu amaca yonelik olarak,
oncelikle ¢ig sit érneklerinin 8-anilinonaphthalene-1-sulfonic acid (ANS)
ile titrasyonu sonucu sut proteinlerinin hidrofobisitesine iliskin kinetik
parametreler hesaplanmistir. Ylzey hidrofobik kisimlarin sayisini temsil
eden Fnax dederi, en ylksek inek sitliinde hesaplanmis; buna karsilik
baglanma sikiliginin bir ifadesi olan 1/Kyq dederi en ylksek manda
sitiinde gdézlenmistir. Koyun sitlnun ise, incelenen tlrler arasinda, en
disik ylzey hidrofobik kisim ve baglanma afinitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Birim protein basina hidrofobik baglanma ve bag sikiligi
kavramlarini temsil eden protein yiizey hidrofobisite indeksi (PYHI), en
yuksek inek sutlnde; en dasuk ise koyun suttnde
hesaplanmistir.Calismanin esas amacina ydnelik olarak, rennetlenme
sireci boyunca belli zaman araliklariyla elde edilen presipitatlarda
(floktle ve koaglle olan kisim) ANS ve protein dagilimi incelenmis ve
cizilen egriler yardimiyla rennetlenme slreci iki asamada
yorumlanmistir. Protein partitisyonu ve ANS partitisyonu edrileri,
rennetlenme slrecinde inek-koyun sutleri ile kegi-manda sutlerinin
benzer egilim gosterdigini ortaya koymustur. Rennetlenme sireci
enzimatik faz ve flokilasyon fazi olarak iki asamada incelendiginde, her
iki asamanin da manda sltinde oldukca belirgin bicimde daha hizli
tamamlandigi go6zlenmistir. Protein partitisyonu ile elde edilen
parametrelerden, rennetlenmenin birinci asamasini karakterize eden
proteoliz siresi en kisa manda sdtinde gb6zlenmis ve onu sira ile kegi,



koyun ve inek sitleri izlemistir. Proteoliz slresinin tirler arasindaki
farklihgi 6nemli bulunmustur (p<0,05). Rennetlenmenin ikinci fazini
karakterize eden sikilasma suresinde yine en hizhh flokile olan st
manda sdtd olmus, onu inek, keci ve koyun sutleri izlemistir.
Rennetlenme sireci, zamana karsi elde edilen presipitatlarin ANS
baglama derisimindeki dedisimden yola cikilarakdegerlendirildiginde de;
tirler arasinda pihtilasma slreci degisiminin, presipitatlarin protein
derisimlerindeki degisim ile benzer oldugu ve oransal olarak sirecin
benzer egilim gosterdigi, ayrica tarler arasi farkin da o6nemli
oldugugobzlenmistir(p<0,05). Rennetlenme slreci bitin olarak
degerlendirildiginde, enzimatik fazin tamamlandigi ve flokilasyon
fazinin da tamamlanmaya yakin oldugu an, tim sirecin %80’inin
tamamlandigi an olarak degerlendirilmistir. Tim tirlerde slirecin %80’
tamamlandiginda, protein baglanmalarinin yaridan fazla (~%60)
tamamlandigi gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Koagilasyon, slt, inek, koyun, keci, manda,
ylzey hidrofobisitesi, ANS, rennetlenme kinetigi
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INVESTIGATION OF RENNETING KINETICS OF MILKS
FROM DIFFERENT ORIGINS: A SURFACE
HYDROPHOBICITY APPROACH

SEDA YILDIRIM
Master of Science, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Yasar Kemal ERDEM
June 2014, 70Pages

The objective of this study is to investigate the differences in rennetting
kinetics of milks from different origins including bovine, ovine, caprine
and buffalo via surface hydrophobicity approach.Raw milk samples from
different origins were firstly titrated with 8 anilinonaphthalene-1-
sulfonic acid (ANS) in order to calculate the kinetic parameters
concerning protein hydrophobicity of milk samples. Fnax Vvalues,
representing both the maximum fluorescence that could be attained at
the given conditions and also the maximum number of surface sites
allowable for ANS to be bound, were found to be highest in cow milk.
On the other hand, 1/Kq4 values, indicating the binding affinity of ANS to
the milk proteins, were higher in buffalo milk. Ovine milk samples had
the lowest number of hydrophobic surface sites and bonding affinity
among the investigated samples. Protein surface hydrophobicity
index(PSHI) which represents the average tightness of bonding ANS per
protein,was found to be the highest for bovine milk and the lowest for
ovine milk samples. ANS and protein partition were evaluated for the
precipitates (flocculated and coagulated part) obtainedby centrifuging
the samples atcertain intervals during renneting period. And the
renneting period was interpretated via curves showing ANS and protein
partition over time for different origins.Generally, protein partition and
ANS partition curves showed similar trend between bovine-ovine and
caprine-water buffalo milk samples. When renneting period discussed in
two stages, namely enzymatic phase and flocculation phase, both two
phases were completed distinctlyfast for buffalo milk.According to the



parameters which were obtained by protein partition, water buffalo milk
completedthe enzymatic phase much more earlier and followed by
caprine, ovine and bovine milk. The difference between required time
fort the first stage to be completed within different origins was
significant(p<0,05). Similarly, the second phase of renneting period was
also found to be completed fast for buffalo milk and followed by bovine,
caprine and ovine milk.The renneting curves (based on ANS titration) of
milk samples from different origins was found to have similar
differences with protein partition curves and the difference of renneting
parameters between origins was statistically significant
(p<0,05).Furthermore, the time when 80% of renneting period
completed(to.g), was thought to show that the first phase(enzymatic
phase) was completed and the second phase was almost completed as
well. The protein concentration at tp.sfor all samples showed that more
than 60% of protein-protein interactions was completed.

Keywords:Coagulation, milk,bovine, ovine, caprine, buffalo, surface
hydrophobicity, ANS,renneting kinetics
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1.GIRIS
Sat dretiminin 6nemli dizeylere ulastigi bircok llkede peynir Gretimi,
sit endulstrisi icinde en 6nemli paylr almaktadir ve genellikle Uretilen

peynirlerin cogunun sitldn rennet ile pihtilastiriimasi esasina dayandigi

gbézlenmektedir [1].

Peynir dretiminin temeli olarak kabul edilen sitlin rennet (enzim) ile
pthtilasma sureci, elde edilen Urunun niteliklerini belirleyen en dnemli
etmenlerden biri olarak distunidlmektedir [2]. Sutlin enzim ile pihtilagsma
asamalarinin (proteoliz ve agregasyon)izlenmesi, rennetlenme sirecinin
belirlenmesinde 6nemli oldugu gibi, olusan jelin basit yapisi ve reolojik
ozellikleri hakkinda 6ngortde bulunma olanagl da saglamaktadir [3].Bu
nedenle sitin rennet ile koagllasyon sureci uzun vyillardir gesitli
calismalara konu olmustur ve hala da arastirmacilarin gindeminde yer

almaya devam etmektedir [4].

Sitldn rennetle koagilasyon sirecinin izlenmesinde, bu silirecte degisim
gosteren viskozite, turbidite ya da reolojik Ozelliklerin
degerlendirilmesine olanak sunan gesitli ultrasonik, mekanik, termal ve

optik analiz aygitlarinin kullanimi en yaygin yéntemlerdir [5].

Pihtilasma streci proses sartlarina bagl olmakla birlikte, farkl orijinden
sutler arasinda, hatta tdrler igindeki genetik farkhliklar nedeni ile
degisim gostermektedir. Inek, koyun, kegi ve manda sitlerin pihtilasma
Ozelliklerinde go6zlemlenen farkliliklarda; sdtlerin genel bilesimindeki
farkliliklarin yani sira, 6zellikle peynir yapiminda énemli role sahip olan
kazeinin nicel ve nitel farkhliklarinin 6nemli bir etmen oldugu

disinltlmektedir [6].

Protein hidrofobisitesinin, proteinlerin molekiler yapilarinin ve onlarin
modifikasyonlarinin  kararlihdina etkisi Uzerine yapilan calismalar
sonucunda, 06zellikle yuzey hidrofobisitesinin proteinlerin fonksiyonel
ozellikleri Uzerinde 6nemli rol oynadigi belirlenmistir. Sitte bulunan

kazeinlerin ylzey hidrofobisitesinin, kazein misel yapisinin olusumunda



onemli rol oynadidi, kazein misellerinin yapisi ve pihtilasma kinetikleri

hakkinda bilgi verebilecedi de disuntlmektedir [7, 8].

Bu tez calismasi kapsaminda farkl orijinlerden sit 6rneklerinin protein
yuzey hidrofobisiteleri arasindaki olasi farkliiklarin  ve uygun
modellerden elde edilen kinetik parametrelerin; inek, koyun, keci ve
manda sitl proteinlerinin rennetlenme nitelikleri arasindaki farkliliklari
belirlemede yol gosterici olacagl distincesi (zerinde durulmustur. Ayrica
protein ve ANS partitisyonu ile o6rneklerin flokile olma egilimi ve bu
durumda ANS baglama miktarlar arasindaki fark degerlendirilmistir.
Calismanin esas amaci olan farkh orijinden sutlerinin rennetlenme
surecindeki farklliklari belirlemek amaciyla, koaglilasyon slrecinde
orneklerin floklle olma edilimi protein partitisyonu ile; ANS baglama
egilimi ise ANS partitisyonu ile belirlenmis ve zamana karsi elde edilen
grafiklerden yola c¢lkarak hesaplanan parametrik sdreler ile
rennetlenmenin birinci asamasi (proteoliz sidresi) ve ikinci asamasi
(stkilasma stresi)farkl tlrler icin karakterize edilmeye cgalisiimistir.
Rennetlenme sirecinde, presipitatlarin protein profilindeki degisimler ise
ure-PAGE vyontemi ile elektroforetik olarak; RP-HPLC ile de

kromotografik olarak dederlendirilmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Sutin Genel Bilesimi

Sit, 4000'den fazla memeli tarl tarafindan salgilanan, temel islevi yeni
doganin beslenme gereksinimini karsilamak olan biyolojik bir sivi olarak
tanimlanmaktadir [9].TUm dinyada st dretimi 2011 yilinda yaklasik
706 milyon tona ulasmistir.Manda sutu dinyada toplam sit Gretiminin
%5'ini, keci sltl %2.2'sini koyun sitd ise %1.3'Unu olusturmaktadir
[10].

Sit; karbonhidrat, yag vb. temel bilesenlerinin yani sira %95’ i protein
formunda olmak Uzere, 5.3 g / kg azot, ayrica vitaminler, metal iyonlar
ve aroma bilesikleri gibi ylzlerce minér bilesen icermektedir [11]. Satte
bulunan proteinler, kazeinler ve serum proteinleri olmak lzere iki ana
gruptan olusmaktadir.Satin asit ile ya da enzim ile koagllasyonunda rol
oynayan temel bilesen olan kazeinler, yodurt ve peynir gibi sit
drdnlerinin  Gretilmesinde  kilit rol oynayan asal bilesenlerdir
[9].Kazeinler genetik olarak birincil yapilarina gére as;-, dsy-, B- ve K -
kazeinler olarak ayrilsa da, tim kazein tdrlerinin kendi icinde de
varyantlari bulunmaktadir.a- ve B- kazeinler ¢ézinur Ca*™ varliginda
presipite olma egiliminde olan fosfoproteinlerdir.k- kazein ise Ca**
iyonlarina karsi dayanikli olup, degisik oranlarda glikolize ve fosforilize

olmus formlarda bulunmaktadir [12].

Sat yagi fosfolipid ve proteinlerden olusan bir zarla gevrili olup sitte
bulunan diger kati maddelerden daha distk 6zgul agirliga sahip olmasi
nedeniyle, sdtin Gst kisminda krema  tabakasi olusturma
edilimindedir.SGtln bilesiminde birkag gesit seker bulunsa da, en énemli
grup bir disakkarit olan laktozdur. Sitin mineral madde igerigi ise
%0,7- 0,8 arasinda degdismekle birlikte kalsiyum ve fosfatniteligi ve
niceligi, peynir yapim asamasinda pihti olusumu ve olusan pihtinin

reolojik 6zelliklerini 6nemli 6lglide etkilemektedir [12, 13].



2.2. Turler Arasi Bilesim Farkhhiklari

Koyun ve kegi sutlinden Uretilen Urlnler kendine 6zgl tat, aroma ve
tekstirleri ile tim dinyada, 6zellikle Akdeniz ve Ortadogu Ulkelerinde
inek slttinden elde edilen Urinlere alternatif olarak Uretilmektedir [14].
Manda sutl ise Hindistan ve Pakistan basta olmak Uzere Asya ulkeleri
icin daha 6nemli yere sahiptir [15]. Tlrkiye, manda sutu uretiminde
32443 ton/yil Uretim kapasitesi ile Avrupa’da, Italya’dan sonra en
yuksek Uretim kapasitesine sahip olan llke konumundadir [16]. Fransa,
italya, Ispanya ve Yunanistan gibi, sit endiistrisinin (ilke ekonomisine
onemli katkisinin oldugu dlkelerde, koyun ve keci sitl Uretimi ve
drdnlere islenmesi daha organize bir sekilde sdrdurilmekte olsa bile;
bircok Ulkede koyun ve kegi sutu sektérleri inek sutine goére sinirh
olarak Uretim gerceklestirmekte ve mevsimsel farkhliklar Grin kalitesi
Uzerinde 6nemli rol oynamaktadir [17]. Bu nedenle slit endustrisinde,
Ozellikle koyun ve kegi sutinden dUretilen dUrinlerin gelisimi ve
standardizasyonun sadlanabilmesi amaciyla bu sltlerin genel
kompozisyonu ve fizikokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi ¢ok dnemlidir
[18]. Cinkl bu drunlerin ekonomik anlamda katma dederi gorece

yuksektir.

Yapilan galismalar manda, koyun, keci ve inek sttinin genel bilesiminin
yani sira fizikokimyasal 06zelliklerinin de birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir [18, 19]. Ancak bu farkhliklar degisik tlrler ve hatta
bireyler arasinda da degisiklik gostermektedir. Ayrica hayvanin diyeti,
beslenme aliskanligi, laktasyon evresi gibi bireysel etmenlerin yani sira
lokasyon, mevsim gibi gevre sartlari da sitin bilesiminin degismesinde
onemli rol oynamaktadir. Bilindigi gibi laktasyon slresinin sonlarinda
sitiin yag, protein ve mineral igerigi artis gosterirken laktoz iceriginde
azalma goérulmektedir [18]. Laktasyon sliresi boyunca g6zlemlenen bu
degisiklikler koyun siti ve keci sltl icin inek sitliine oranla daha
belirgin olarak gdézlenmektedir. Koyun, keci, inek ve manda sutinln

genel bilesimi Cizelge2.1'de gdésterilmistir. Koyun ve manda sitlnidn



inek ve kegi sutline gobre belirgin oranda yuksek kuru madde, kazein ve

mineral icerigine sahip oldugu goérilmektedir [18, 20].

Cizelge 2. 1. 1Inek, koyun, keci ve manda sitinin ortalama genel
bilesimi (Kaynak: [14,18,20,21])

Inek Koyun Kegi Manda

Yag (%) 3,6 7,9 3,8 7,4
Yag harici kuru madde 9 12 8,9 10,1
(%)

Laktoz (%) 4,7 4,9 4,1 5
Protein (%) 3,2 6,2 3,4 4,4
Kazein (%) 2,6 4,2 2,4 3,7
Mineral (%) 0,7 0,9 0,8 0,8
Ca (mg/kg) 1200 1950 1260 1800
P (mg/kg) 920 1250 970 1200

Toplam protein miktarinin koyun sutt igin 4,7-7,2 g/100g ve kegi sutl
icin ise 2,6-4,1 g/100g arasinda degisebildigi bildirilmektedir [14].
Satun temel karbonhidrati olarak bilinen laktozun, kegi sittinde inek
sttline gobére %0,2-0,5 daha az oranda bulundugu rapor edilmistir.
Koyun sltlnde ise laktoz miktar inek sitine yakin duzeydedir. Ancak
koyun sitlindn protein, yag ve toplam kuru madde igeriginin inek
sitiine gore daha ylksek olmasi nedeniyle; laktozun kuru maddedeki
orani, inek sttinde koyun sutine gore yaklasik olarak %11-13 daha
fazladir [22]. Manda situ ise koyun, keci ve inek sltine gbre en yuksek
laktoz icerigine sahip olan tir olarak belirtiimektedir. Benzer sekilde
oligosakkarit icerigi de yine manda sltliinde gorece ylksek dizeyde
bulunmaktadir [20].



Genel olarak sit yadi, nitel ve nicel 6zellikleri bakimindan bircok faktore
baghh olarak en fazla degisim gosteren sit bileseni olarak
nitelendirilmektedir [14]. Yapilan calismalarda sit yadi icin tilrler
arasinda belirgin farkliliklar oldugu rapor edilmektedir. Ornegin globuler
formda bulunan st yaginin inek sitl icin ortalama boyutu 3,5um iken
koyun ve keci slttliinde 3 pym’den daha kiglk yag globullerinin baskin
oldugu belirtiimektedir [18]. Koyun ve keci sutli yad globullerinin
boyutlarini karsilastiran calismalarda ise celiskili sonuclar elde edilmistir
[17, 23]. Manda sltinde bulunan yag globillerinin ortalama boyutunun
(5 ym) diger tirlere gore daha blyidk olmasi ise manda siUtlinin
ylksek yag icerigi ile iligkilendirilmistir [24]. Turler arasi farklliklar
sadece yag miktari ve yag globiullerinin boyutu ile sinirlh degildir. Kegi
sutl basta olmak Uzere kugUkbas hayvanlarin sitlerinin kisa ve orta
zincir uzunluguna sahip yag asitleri iceriginin, inek sitiine gére daha
ylksek dizeyde oldugu belirtilmistir [18]. Kegi sttd yagini diger
tirlerden ayiran bir diger 6nemli 6zellik de aglitinasyonu sadglayan
antikor olan aglitininden yoksun olmasidir. Bu durum kegi sdtinun
diger tlrlere gore daha yavas kaymak baglama niteligine (cream up)

sahip olmasini agiklamaktadir [14].

Sitldn bilesiminde bulunan mineraller nitel olarak ele alindiginda minér
bilesenler olarak degerlendirilse de, sit 6nemli bir mineral kaynagdi
olarak goériinmektedir.Kuru madde igerigi oldukca ylksek olan koyun
sitiinin mineraligeriginin de inek ve kegi sitiine goére daha yliksek
oldugu belirtiimektedir [14].Keci sutl ylksek klor ve potasyum igerigi
ile diger tlrlerden ayrilmaktadir. Ayni zamanda kegi sitli en dlstk
demir icerigine sahip olsa da demirin biyoyararlaniminin kegi sitiinde
inek sltlne gore daha yiksek oldugu rapor edilmistir [25]. Bunun yani
sira kalsiyum, fosfor ve magnezyumun ¢ozunlr ve kolloidal yapidaki
dagihmi inek ve keci sttiinde benzer olmasina ragmen; koyun sitinde
bu minerallerin gérece daha az ¢ozinur yapida oldugu belirtilmistir [14].

Manda sttinln ise inek sttinde bulunanin yaklasik iki kati kalsiyum ve



fosfor icerdigi; diger minerallerin ise inek sitline yakin seviyelerde

oldugu gozlenmistir [26].

2.3. Siit Proteinleri

Sltte bulunan azotun yaklasik %95’inin olusturan sut proteinleri, temel
olarak, asi-, as2-, B- ve k-kazeinler, B-laktoglobulin (B-Ig), a-laktalbumin
(a-la), laktotransferrin ve immunoglubulinlerden olusmaktadir. Bunlarin

disinda proteoz- pepton fraksiyonlari da diger serum proteinleridir [26].

Inek sitiiniin pH’ si 25°C’ de 6.6 olarak kabul gérmekte ve yaklasik
30°C’ de pH 4.6" da proteinlerin yaklasik %380’i presipite olarak
¢ozeltiden ayrilmaktadir. Ayrilan kisim kazein olarak tanimlanir ve pH
4.6 kazeinlerin izoelektirik noktasidir.Bu kosulda ¢dzinur formda kalan

proteinler ise serum proteinleri olarak anilmaktadir [9].

Sitln asal proteinlerinden kazeinler, dogada bulunan globiler ve fibroz
yapilardan higbirine tam olarak uymayan; serin kalintilar ile esterlesmis
fosfoproteinler olup, kolloidal partiktller halinde bulunmaktadirlar[26,
27].Kazeinlerin asal olarak 3 farkl protein molekulinden olustugu (a-,
B-, ve y-kazein) bilinmektedir.a-kazein fraksiyonu, temelde iki farkli
protein bileseni icermektedir. Bunlar distk kalsiyum (Ca™™)
derisimlerinde presipite olan as-kazein ve kalsiyuma direngli olan k-
kazeindir.as-kazein de asi-, asx-kazein olarak adlandinilan iki fraksiyon
icermektedir. asi-, as2-, B-, ve k-kazein fraksiyonlari, sirasi ile toplam
kazeinin %37, 10, 35, 12’ sini olusturmaktadir [9,28].

Diger kazeinlerde oldugu gibi as;- kazeinde de hidrofobik ve yikli
kalintilarin zincir boyunca dadilimi tek dize dedildir.Yapisinda fark
edilebilir ~ G¢ hidrofobik  bdélge bulunmaktadir [29].Yapisindaki
aminoasitlerin %8.5" ini prolin olusturdugu icin [7], bu proteinler

oldukga yuksek esnek polipeptid zincirlerine sahiptir [11].

as2-kazein ise karboksil-ucu yakinlarindaki pozitif yikler ve amin-ucu
yakinlarindaki negatif ylkler nedeni ile dipolar bir yapiya sahiptir [11].
as2-kazein batin kazeinlerin en hidrofilik olani olup, ylksek fosforilasyon
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ve duslk prolin icerigine sahiptir [30]. Diger kazeinlere gore daha az
prolin icermesine ragmen, ylksek fosforilasyon derecesi ve ylkli

kalintilar icermesinden dolayi pH ve iyonik dirence karsi duyarlidir [29].

B-kazein, toplam kazeinin %30-35’ini olusturmaktadir [30]. B-kazein
bltln kazeinler icinde en hidrofobik fraksiyon olarak bilinmektedir [29].
B- kazeinin yapisinda yuksek miktarda bulunan prolin kalintilari, heliks
yapinin olusumunu engellemektedir. Negatif yldkld bir amin-ucuna ve

yukslz hidrofobik bir karboksil-ucuna sahiptirler [11].

k-kazein, kolloidal misel yapinin korunmasindan sorumlu olan ve toplam
kazeinin %?12’sini olusturan, sistein iceren tek kazein fraksiyonudur
[30]. Tim kazeinler gibi fosfat icermektedir.Karboksil ucunda igerdigi
karbonhidrat kalintisi ile diger kazeinlerden ayrilmaktadir [28].k-kazein,
fosfoserin gruplarindan yoksundur. Sonug olarak, diger kazeinlerle ayni
dizeyde Ca** baglamamakta ve c¢6zUnGrligid bu  iyondan
etkilenmemektedir [29].

Inek suttindeki kazeinler, kolloidal (dispersiyon) formda
bulunmaktadir.20-600 nm capinda (ortalama 100 nm) olan dispersiyon
fazindaki bu partikliller kazein miseli olarak adlandirnimaktadirlar
[11].Kazein miselleri, kazein alt-miselleri olarak bilinen ¢ok sayida alt
birimden olusmaktadir ve alt birimlerinin boyutunun; protein derisimi,
pH, iyonik direng ve sicaklik gibi bircok etkene bagli olarak degistigi
bilinmektedir [29].

Kazein misellerinde bulunan inorganik maddeler, magnezyum ve fosfat
gibi diger maddelerle birlikte kolloidal kalsiyum fosfat (CCP) olarak
adlandirilmaktadir [29]. Kalsiyum fosfatin, alt-misellerin birbiriyle
birlesmesi sonucu misele organize olmasinda rol oynadidi
bildirilmektedir [26]. Kazein miselinin (kuru maddede) %93’ U
kazeinden, geri kalani ise CCP’ den olusmaktadir. Niceligi az olmakla

birlikte CCP, misel kararlihginda énemli isleve sahiptir [11].



Inek sitiu proteinlerinin yaklasik %20’ sini kapsayan protein grubu,
serum veya peynir alti suyu proteinleri olarak bilinmektedir [9].Codu,

globller yapida olup, 1sil islem ile ¢ézUnurlUkleri azalmaktadir [11].

Serumda bulunan iki asal protein a-laktalbumin ve B-laktoglobulin’ dir
[29].B-Lg, kovalent olmayan baglarla bir araya gelmis iki monomerden
olusmus bir dimerdir [11]. Bir tane serbest tiol grubu icermektedir ve

globuler yapisi molekiller arasi iki distlfit bagi ile kararh kilnmaktadir.

a-La, serum proteinlerinin yaklasik %20'sini, toplam sit proteinlerinin
%3,5’ ini olustumaktadir [9]. a-La’ ya gugll bir sekilde (2mol) kalsiyum
baglandigi [28], badlanmanin iki sistein kalintisi arasinda kurulan disilfit
baglan aracihdi ile olustugu 6ne sirilmektedir.Kalsiyum varliginin, isil
denatlirasyona karsl protein kararliiginda rol oynadidi bildirilmektedir
[30].

2.4. Protein Yiizey Hidrofobisitesi

Proteinlerin hidrofobisitelerinin, dogal proteinlerin molekiler yapilarinin
ve onlarin modifikasyonlarinin, kararlihdgina etkisi Gzerine uzun yillardir
calisiimaktadir [31, 32].Protein vylzey hidrofobisitesi, proteinlerin
¢bzunarluk, kolloidal kararlilik, hidrasyon, denatirasyon gibi teknik ve
fonksiyonel 6zelliklerini belirleyen dnemli unsurlardan biri olarak kabul
edilmektedir [33-35].

Protein ylzey hidrofobisitesini belirlemede en sk kullanilan
yontemlerden biri, ylUksek duyarliik nedeniyle tercih edilen ve
proteinlerin hidrofobik floresans markoérler (ANS, Nile Red vb.) ile

etkilesime girmesine dayanan spektrofluorimetrik yontemlerdir [36].

Siutte bulunan kazeinlerin ¢ok fazla sayida prolin ve az sayida sistein
aminoasitleri icerdigi bilinmektedir. Kazeinlerin molekiler yapisindaki
hidrofobik bdlgelerin daha ¢ok ug kisimlarda yer aldigi kabul edildigi igin
serum proteinlere goére daha ylksek ylzey hidrofobisite dederlerine
sahip olduklar bildirilmistir[37]. Ayrica kazeinler, gbérece yuksek
miktardaki apolar aminoasit kalintilar ile karakterize edilmektedir ve bu

nedenle “duzgian”ikincil ve dcuncual yapilarinin olusumu



engellenmektedir. Yani kazeinlerin ylksek hidrofobisitelerinin, polar
olmayan gruplarin proteinin i¢c kisimlarinda bulunan bir globller yapi
olusumunu engelledigi bildirilmektedir [38]. Bu durum kazeinlerin kendi
aralarinda ya da didger proteinlerle etkilesime girme egiliminde
olmalarina yol agmaktadir.Hiller ve Lorenzen [33] sut proteinlerinin
ylzey hidrofobisitesindeki farkhliklari inceledigi calismasinda, kazein
fraksiyonlarinin (a-kazein,B-kazein ve k-kazein) serum proteinlerine(a-
laktalbumin ve B-laktoglobulin) g6ére daha dustk hidrofobisite
degerlerine sahip oldugunu bildirmektedir. Wagner ve ark.[39] ise
dustk ylzey hidrofobisitesini proteinin siki ve kompakt yapisi ile
iliskilendirmistir. Bu durumda kazein fraksiyonlarinin yapisi géz énidnde
bulunduruldugunda; serum proteinlerine gore daha dlsiuk vylzey
hidrofobisitesine sahip olmalar ¢eliski yaratsa da, bu durum kazein
monomerleri arasindaki gicli hidrofobik baglarin bir goéstergesi olarak
kabul edilmektedir. Ayrica Erdem [40], protein ylzey hidrofobisitesinin
kazein misellerinin yapisi hakkinda fikir verebilecegini de belirtmistir.
Yiksel ve ark. [41] yaptiklari calismada, Kaz Dadglar bolgesinde inek,
koyun ve kegi sutlerinin ylzey hidrofobisite indekslerini incelemis ve
koyun sltinde bulunan kazein misellerinin ylzeyindeki hidrofobik
baglanma bdlgelerinin sayisinin inek ve koyun stltine oranla 6nemli
Olcide az oldugunu ancak bu boélgelerin inek ve kecgi sitlindeki
hidrofobik bdlgelere gore daha siki/gilcli baglanmalar olusturdugunu,
yani koyun sitlindeki misellerin daha kompakt yapiya sahip oldugunu

One surmusglerdir.

2.5. Tiirler Arasi Protein Profili Farkhhiklar

Birgok Ulkede koyun ve kegi sutinin ekonomik kalite kriteri toplam
protein derisimi olarak belirlenmis olsa da, peynir yapiminda esas
onemli role sahip olan kazein niceligi, tlrler icinde farklihk
gbsterebilmektedir. Kazein misel yapisinin koyun, inek ve kegi sutleri
icin benzer sayilabilecedini ancak misel boyutunda ise Onemli
farklihklarin oldugu bildirilmektedir[42].
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Bornaz ve ark. [43], kazein misellerinin ortalama capinin inek, koyun ve
keci sUtd icin sirasi ile 150 nm, 180 nm ve 260 nm oldugunu
belirtmislerdir. Manda sttlnin ortalama misel boyutu ise 190 nm olarak
rapor edilmistir [44]. Misel boyutunun kazein derisimi ve Ca/Kazein
orani ile dogrudan iliskili oldugu ve inek sltld icin ortalama misel
boyutuna kazein derisiminin etkisinin 6nemli olmadigi rapor edilmistir
[43]. Ayrica Brule ve ark.[42], gbrece kucuk caph misellerin k-kazein ve
blytk caph misellerin ise kalsiyumfosfat yoninden zengin oldugunu
belirtmislerdir. Misel boyutunun yani sira koyun ve keci sutindeki
kazein misellerinin hidrasyon ve mineralizasyonunun da inek sttlinden
farkli oldugu ve keci sltlindeki misellerin inek sitli misellerine gore
daha fazla kalsiyum ve inorganik fosfor icerdigi belirtimektedir [18].
Benzer sekilde manda sitl de ylksek kolloidal kalsiyum igerigi ve
kismen daha blyuk misel boyutuna sahip olmasi nedeniyle inek sutlne
gore daha az hidrate olmaktadir [20]. Kegi sutinin gdrece dusuk
kolloidal  kararhlik  gOstermesinin  nedenleri arasinda  yuUksek
mineralizasyon dlizeyi ve kalsiyum icerigi oldugu da distnilmektedir
[18].

Koyun ve kegi sltlindeki temel kazein fraksiyonlari inek sttiinde oldugu
gibi asi1, asz, B-kazein ve k-kazeindir. Ancak bu fraksiyonlarin oransal
dagiliminda ve boyutlarinda belirgin farkliliklar gozlendigi
bildirilmektedir. Ornedin, inek sitiinde bulunan temel as-kazein
fraksiyonu as; kazein iken; keci sttlinde as; kazeindir [45].Ayrica kegi
sttlinin didger tum klcikbas hayvanlardan daha disik oranda ag;
kazein icermesi ve as; kazein niceliginin de inek sltlinde bulunan as;
kazein oranina goére dusuk olmasi nedeniyle B-kazeinin nicel olarak kegi
sttindn baslica proteini oldugu kabul edilmektedir [21]. Koyun sitd ile
karsilastirildiginda ise kegi stitll daha fazla B-kazein ve k-kazein igerigine
sahipken daha disUk oranda as-kazein icermektedir. Literatlirde yer
alan ve manda sutu proteinlerinin nitel analizleri sonucu elde edilen
veriler uygulanan yodnteme gore farkhlik gdsterebilmektedir. Ornedin
Yamauchi (1983), manda sutlinidn elektroforez ile belirledigi kazein
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icerigini; %40 asi;; %6-9 asy; %35 B-kazein ve %12 k-kazein olarak
rapor etmektedir[20]. Inek siitl standartlar temel alinarak yapilan bir
baska calismada, manda sutunidn kazein fraksiyonlarinin orani; Qs,
ds2, B-kazein ve k-kazein icin sirasi ile %22,7; %13,2; %53,6 ve %10,5
olarak saptanmistir [45]. Ancak Bonfatti ve ark. [46], yaptiklan
calismada manda sitlnidn protein fraksiyonlarini RP-HPLC ile belirlemis
ve inek sltlne gbre as; ve k-kazein iceriginin yiksek, as; ve B-kazein
iceriginin ise daha duslk oldugunu rapor etmislerdir. Manda siti
kazeinlerini diger tirlerden ayiran bir diger oOzellik de kazeinlerin
neredeyse tamaminin kolloidal yapinin icinde bulunmasidir [47]. Qs
kazein pihtilasma ve peynir yapimi asamasinda rol aldigindan; dislk
dizeyde bulunmasi kegi sttinden Uretilen peynirlerin yapisini gbrece
olumsuz yonde etkileyebilecegi dislnilmektedir. Nitekim,Storry ve
ark.(1983), hemen hemen esit kazein derisimine sahip olan inek ve kegi
sutlerinden elde edilen peynirlerden keci peynirinin daha yumusak
yaplya sahip oldugunu gozlemlemistir[18]. Kegi sitlnin sahip oldugu
disik kazein miktari, as-kazein fraksiyonlarinin orani ve misel
boyutunun gdérece blylk olmasi kegi sutinden elde edilen jellerde

gbzlenen zayif tekstirinlt agiklamaktadir.

Inek suitll proteinlerinin yaklasik %20’sini olusturan serum proteinlerinin
temel fraksiyonlari olan a-laktalbumin ve B-laktoglobulin icerikleri de
tirler arasinda farklihk géstermektedir. Bonfatti ve ark. [46], manda
sttlinde B-laktoglobulin igeriginin a-laktalbumin miktarinin yaklasik 1,3
kati oldugunu belirtmistir. Ayrica manda sitlinidn a-laktalbumin ve
laktoferrin igeriginin inek sltliinden 6nemli derecede fazla oldugu da
rapor edilmistir [48]. Keci sitinde bulunan B-laktoglobulin oraninin ise

inek ve koyun sitline gore daha disilk oldugu gozlenmistir[18].

2.6. Siitiin Rennetlenmesi
Sitte bulunan proteinlerin denatlirasyonu ve sitin pihtilasmasina bagli
jel olusumu peynir ve fermente sit drlnleri Gretiminin temeli olarak

bilinmektedir. St proteinlerinin kolloidal kararhligini degistirmek ve
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boylece arzulanan (rlnlere islenmesini saglamak amaciyla 1sil islem
(serum proteinleri), rennet enzimi kullanimi (kazeinler), asitlendirme
(serum proteinleri ve kazeinler) vya da bu uygulamalarin

kombinasyonlari kullanilabilmektedir [49].

Sitdn asitligin dusltridlmesine bagli olarak pihtilasma 6zelligi yogurt gibi
fermente Grinlerin Uretiminde jel olusumunu saglamaktadir [50]. Bu
durum temel olarak laktik asit bakterilerinin faaliyetinden kaynaklansa
da, bu bakterilerin bazi  proteolitik enzimlerinin  k-kazeini
parcalayabilmesi 6zelliginin de sitlin pihtilasmasinda az da olsa rol
oynadigi dustnidlmektedir [12]. Ancak asitligin dastridlmesi ile
pthtilasmada temel mekanizma, pH'nin kazeinlerin izoelektrik noktada
¢Oktlridlmesidir. Bunun yani sira kazein misellerinin kolloidal kararlihgin
saglanmasinda 6nemli bir faktér olarak gorilen k-kazeinlerin sahip
oldugu “hairy” yapinin da pH dislstne bagh olarak bozuldugu ve sterik
etkinin azalmasinin, kazein misellerinin agregasyonunda o6nemli rol
oynadigi belirtilmistir. Ayrica koloidal kalsiyum fosfat (CCP), asitligin
gelismesiyle pH dislsine bagh olarak ¢ézinir hale gelmekte ve misel
yapisindan ayrilmaktadir [49]. Bdylece kazein misellerinin igyapisi
degismekte ve miseller kararlihdini kaybederek izoelektrik noktada
(pH=4,6) cOkmeye baslamaktadir [9]. Sitln asitliginin artirlmasi laktik
asit fermentasyonu yapabilen bakterilerle, direkt asit ilavesiyle (laktik
asit, HClI vb.) vya da glukano-0-lakton (GDL) ilavesiyle
gerceklestirilebilmektedir. Ancak Lucey ve Singh [51], GDL kullanilarak
olusan asit jelin reolojik ve yapisal 6zelliklerinin bakteri kulturleri ile

dretilen jelden farkh oldugunu belirtmistir.

Sat Uretiminin 6nemli dizeylere ulastigi bircok (lkede Uretilen sitin
onemli bir kismi peynir Uretimi amaciyla kullaniimaktadir [52]. Satln
pihtilasma oOzelliklerinin;pihtilasma  yetenedi, verim ve (retilen
peynirlerin  kalitesini  belirleyen en 6nemli etmen  oldugu
disinltlmektedir[13]. Bu nedenle peynir Uretiminin temeli olan sttln

rennet ile koagullasyonu sit enduUstrisi icin blydk énem tasimaktadir.
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Pihti olusumu sutte bulunan koloidal yapilarin (kazeinler) proteolitik bir
enzim (kimozin) aracihigr ile kolloidal kararlihgini kaybetmesi sonucu
ortaya cikmaktadir [53-55]. Bu asamada k-kazein, rennette bulunan
asit proteazlarin gerceklestirdigi sinirli  proteoliz ile Phejps-Metios
badindan parcalanarak para-k-kazein ve kazeinomakropeptit (CMP)
olmak uzere iki kisma ayrilir. Boylelikle kimozin, kazein misellerinin dis
kisminda bulunan, sterik ve elektrostatik stabilizasyonu saglayan k-
kazeinin su fazina dogru cikinti yapan C-terminalini ayirarak, Ca*™"
varliginda misellerin flokile ve agrege olmasini ve bunu izleyen slirecte

peynir jelinin olusumunu saglamaktadir [55].

2.6.1. Siitiin Rennetle Pihtilasma Mekanizmasi
Daha once de belirtildigi gibi dinyada {Uretilen peynirlerin blylk
bolimui(= %75) sitln 6zel proteolitik enzimlerle pihtilastirimasi sonucu

elde edilmektedir.

Bircok proteolitik enzim sitin koagllsayonunu saglayabilme 6zelligine
sahip oldugundan degisik kaynaklardan (bitkisel, hayvansal ve
mikrobiyal) elde edilen enzimler, peynir yapiminda kullanilmaktadir
[56]. Peynir yapiminda en yaygin kullanilan enzimler ise kimozin (EC
3.4.23.4) ve pepsindir (EC 3.4.23.2). Yapilan calismalarda, kimozinin,
peynir Gretimi icin diger enzimlere géredaha uygun oldugu belirtilmistir.
Pepsinin tek basina peynir Uretiminde kullanilmasi gok yaygin gérilen
bir durum degdildir. Clinkl pepsinin proteolitik aktivitesinin yliksek
olmasi peynirde randiman dustist ve ac tat olusumuna vyol
acabilmektedir. Ayrica, pepsinin ¢ok dusuk pH'da(pH 1,7-2,3) optimum
aktivite gostermesinden dolay! sttin normal pH’sinda pihtilagsmasi uzun
zaman almakta ve peynir olgunlasmasi yavaslamaktadir[57].Peynir
yapiminda en ¢ok kullanilan preparat (sirden mayasi); buzadi, oglak ve
kuzu midelerinden ekstrakte edilen ve disik pH’da optimum aktivite
gbdsteren kimozin ve pepsin enzimlerinin karisimindan olusmaktadir
[58].
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Sutlin rennet ile pihtilastiriimasi; temel olarak,k-kazeinin parcalanmasi
ile kazein misellerinin kolloidal kararhligini yitirdigi enzimatik asama ve
yapisi degisen misellerin agregasyonunun goézlemlendigi ikinci asama
olmak Uzere iki basamakta gerceklesmektedir. Misel agregasyonunun

ardindan, agregatlar jel yapisini olusturmaktadir [59].
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(B} Kismi proteclize ugramis miseller
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(C)Alisellerin kilmeler halinde agregasvonu (flokiilasvonu)
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(D) @irkirine bagh zincirlerin olusmas

Sekil 2. 1. Suatun enzimatik koagilasyonunun sematik goésterimi [1]

2.6.1.1. Pihtilasmanin Birinci Asamasi (Enzimatik Faz)
Sutin enzim ile koagulasyonunun ilk asamasi olan enzimatik faz,
proteolitik enzimlerin etkinligi ile baslamaktadir [56]. Bu evrede kimozin

(rennin) tarafindan gergeklestirilen proteoliz ile kazein misellerinin
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ylzeyinde bulunan k-kazeinler, Phejos-Metigs bagindan parcalanarak
para-k-kazein (1-105) vekazeinomakropeptit (106-169) olmak tzere iki
kisma ayrilir [53]. Bu peptitlerden para-k-kazein hidrofobik karakterde
olup misellar yapi uUzerinde yer almaya devam eder, ancak CMP
hidrofilik niteliktedirve misellerden ayrilarak serum fazina gecer.
Misellerden serum fazina dodru sac¢ benzeri cikintilar halinde bir
gérinum sergileyen kazeinomakropeptitlerin misel ylzeyinden ayrilmasi
ile misellerin sahip oldugu toplam negatif ylk azalmaktadir. Dalgleish
[60], kimozin aktivitesi sonucunda misellerin zeta potansiyelinin -10/-
20’den -5/-7 mV’'a (= %50) distigldnd belirtmistir. Kazein misellerinin
zeta potansiyelinin diismesine bagh olarak elektrostatik / sterik etkinin
ve hidrasyonun azlamasinin, kazeinler arasi baglanma glglerinin etkin
hale gelmesine ve misellerin birbirine yaklasmasina neden oldugu,

boylelikle de pihti olusumuna zemin hazirlandigi belirtilmektedir [61].

Enzimatik asamada enzimatik tepkimeleri etkileyen tim faktorler etkili
olmakla birlikte enzim derisimi, isil islem, pH ve iyonik kuvvet bu
faktorlerin basinda yer almaktadir [62]. pH'nin belirli bir seviyeye kadar
dlsistnln proteolizi hizlandirdigi ve pihti olusma stlresini kisalttigi
belirtilmisitir[62, 63]. Ancak pH'nin daha da fazla dismesi enzimin
adsorbsiyonunun artmasina ve reaksiyon hizinda azalmaya neden
oldugu belirtiimektedir [12]. Daha o&nceleri yapilan calismalarda isil
islemin,rennetlenmenin enzimatik asamasini inhibe ettigi belirtilmisse de
son vyillarda vyapilan calismalarla ¢ok siddetli olmayan 1sil islem
uygulamalarinin enzimatik fazin hizini gok disik oranda etkiledigi ve isil
islemin esas inhibe edici etkisinin agregasyon ve pihtilasma
asamalarinda gozlemlendigi belirtilmistir [64]. Benzer sekilde Walstra
[12], sitin rennet ile pihtilasmasinda sicakhdin etkisinin  6nemli
olmadigini, pihtilsamanin  dislk sicakliklarda da gerceklestigini
belirtmistir. Enzimatik reaksiyonun Qio dedgeri pH=7'de 1,8-2 arasinda
iken, agregasyon asamasinin Qo dederi ayni pH’da 11-12 arasinda
degismektedir [56].
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2.6.1.2. Pihtilasmanin Ikinci Asamasi (Agregasyon Fazi)
Misellerde bulunan k-kazeinin 6énemli bir kisminin (%70) proteolize

ugrayarak pargalanmasinin ardindan, sicaklik ve Ca™™*

iyon derisiminin
yeterli dizeyde olmasi durumunda kolloidal kararhligini yitiren kazein
miselleri birbirleriyle birleserek gbézle gorulebilir pihti partiktlleri

olustururlar [12, 55].

Misellerin agregasyonu kismen van der Waals kuvvetinin etkisi ile
gerceklesse de bu cekim tek basina yetersizdir ve agregasyon igin Ca™™*
iyonlarina gereksinim vardir. Ca** iyonlarinin iki sekilde agregasyona
katki sagladigi belirtiimektedir. Bunlardan ilki Ca*™ iyonlarinin miseller
Uzerindeki net negatif yukd noétrleyerek, elektrostatik itmenin
azalmasina yol agcmasi; ikincisi ise para kazein misellerinin negatif yuklu
ylzeylerinde tuz koprileri kurmasi olarak aciklanmistir [12]. Ozetle
hidrofobik etkilesimler, van der Waals etkilesimleri ve elektrostatik
etkilesimler ile birlikte (para)k-kazein misellerinin agregasyonunda Kilit

rol oynamaktadir [65].

Kazein misellerinin agregasyonuna etki eden baslica etmenlerin enzim
(kimozin) derisimi, kazein derisimi, pH, sicaklik ve iyonik kalsiyum
(Ca**) derisimi oldugu belirtiimektedir. Agregasyon hizina enzim
miktarinin dogrudan etki etmedigi belirtilmistir. Ancak etkinlik hidrolize
ugrayan k-kazein miktarina bagh oldugundan enzim derisimi
agregasyonu dolayli olarak etkiler. Sutlin agregasyon hizinin kazein
icerigi ile de dogru orantili oldugu ve kazein derisiminin agregasyon
Uzerinde Onemli etkiye sahip oldugu belirtilmektedir [66]. Siatln
pH’sindaki degisim de agregasyonu etkileyen bir diger etmendir. Dlsik
pH'nin agregasyona iki mekanizmayla etki ettigi disinilmektedir. IIki
Ca™™ aktivitesini artirmasi ve ikincisi de sabit Ca** aktivitesinde bile
misellerin ylzeyinden ayrilan ‘hairy’ yapilarin daha az k-kazein hidrolizi
ile mimkin olmasi olarak belirtilmistir [12]. van Hooydonk ve ark.
[63],k-kazeinin %70’inin pH=6,7'de hidrolize olmasiyla viskozitenin artis

gosterdigini belirlemislerdir. Kazeinin pH=6,2'de %64'l ve pH= 5,6'da

17



ise %30’unun viskozitede artis gorilmeden hidrolize ugradigini tespit
etmislerdir. Agregasyon dulizeyi, kalsiyum iyon aktivitesinin artigl ile de
artis gostermektedir. Kalsiyum iyonlarinin hem miseller Gzerindeki
negatif ylukld noétrleyerek elektrostatik itmeyi azalttigi, hem de para-k-
kazein miselleri arasinda tuz képrileri kurarak agregasyonu hizlandirdigi

belirtilmistir.

Enzimatik hidrolizin ardindan kimelesen (flokllle olan) kazein miselleri
slirecin ilerlemesiyle, birkac um genisliginde porlara sahip olan protein
agini, yani protein jelini olustururlar. Bu asama “jellesme asamasi”
olarak adlandiriilmaktadir [62].

2.6.2. Siitiin Rennetle Pihtilasma Kinetigi

Peynir Uretim surecinde son Urinun niteliklerini belirlemede bulylk
6nem taslyan sdtin koagllasyon slreci, uzun vyillardir birgok
arastirmaya konu olmus ve pihtilasma asamasini izlemek amaciyla

gesitli aygit ve yontemler gelistirilmistir [5].

Proteoliz ve agregasyon sureglerinin (rennetlenme
slirecinin)izlenebilirligi, olusan jelin temel yapisi ve reolojik 6zelliklerini
kontrol altina alma olanadi saglamaktadir. Ornedin agregasyon hizinin
yuksek olmasi dlzensiz (irregular) ve homojen olmayan jellerin
olusumuna yol agmaktadir [3]. Ayrica rennetlenme slireci amaca uygun
olarak ydnlendirilerek son Uridnin nitelikleri de belirlenebilmektedir.
Ornegin, yukarida verilen érnekteki yiiksek agregasyon hizi ve sonucta
ortaya cikan kaba (irregular) ag yapisi, hizli sinerezise yol agmaktadir

ve sert peynir Uretimine uygundur.

Sutdn rennet ile pihtilasma slrecinin, birinci ve ikinci asamalarinda
farklh tepkimelerin gerceklesmesi ve bu tepkimelerin kismen birbiri igine
girmesi nedeniyle, kinetik acidan yorumlanmasinin ¢ok basit olmadigi
belirtilmistir [9, 67]. Lopez ve ark.[68], enzimatik fazda gerceklesen k-
kazeinin hidroliz tepkimesinin temelde birinci dereceden bir tepkime
kinetigi izledigi, yani reaksiyon hizinin substrat derisimi ile orantili

oldugunu 6ne sirmektedir. Flokilasyon evresinin temelinin agrege olan
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ve olmayan partiklller arasinda kurulan dinamik bir denge oldugu
dustndldiginde, koagilasyon silrecinin baslangicinda flokilasyon
hizinin sifir oldugu ve k-kazein hidrolizinin belli bir dizeye (%70-85)
ulastigi andan itibaren hizla arttigi ve bu evrenin van
Smoluchowski(1917) kinetigi ile aciklanabilecegi disinitlmektedir [9,
69]. Ancak Gatti ve ark. [7], agregasyon asamasinin van Smoluchowski
kinetigi ile aciklanan mekanizmadan daha karmasik oldugunu o6ne
sirmuslerdir. Ayrica sttlin enzimatik koagulasyonunun ilk asamasinda
hidrolize olan kazein misellerinin kolloidal kararhligi bozulmakta ve
sonrasinda da misellerhizla flokile olmaktadir. Yiksek enzim miktar ile
calisildiginda, hidroliz asamasinin kisa bir siirede tamamlandigi ve tim
aglomerasyon slrecinin hizini agregasyon asamasinin belirledigi
belirtilmistir [7].

Slrecin enzimatik faz olarak tanimlanan ilk fazinda, k-kazeinin Phejgs-
Metios peptid baginin yikimi ile ¢dézinlir CMP ve ¢oziinmez formda
bulunan para-k-kazeinin acgiga ciktigi bilinmektedir. Bu mekanizma igin
enzim aktivitesini 6lgmenin en uygun yolunun k-kazein hidrolizinin veya
para-k-kazein ya da CMP’nin artisinin  zamana baglh olarak
gozlemlenmesi oldugu disinitlmektedir. Para-k-kazein bircok c¢ozeltide
¢b6zinmemesine karsin; Ure iceren c¢ozeltilerde ¢ézunebilmekte ve nicel
olarak poliakrilamid jel elektroforez ile belirlenebilmektedir[70]. Ancak
proteoliz hizini dederlendirmede en sik kullanilan metotlarin HPLC, far-
UV ve imminokimyasal yontemlerle CMP olusumunu dederlendirmek
oldugu belirtilmektedir[9].

Kimozinin birincil islevinin k-kazeinin Pheigs-Metigs baginin yikimi oldugu
anlasilmadan 6nce Waugh (1958), bu bagin kimozin enzimi tarafindan
yikiminin, kazein kompleksindeki herhangi baska bir peptit bagin
yikimina goére 1000 kat daha hizli gergeklestigini 6ne stirmistir [9]. Bu
gbézlemlerden yola cikarak arastirmacilar koagulasyonun ilk asamasi

olan enzimatik fazin Michaelis-Menten kinetigine uygun olabilecegini 6ne
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strmuslerdir. Michaelis —~Menten kinetigine gbére enzimatik faz asagida

gosterildigi gibi ifade edilebilir;

kl kcat
S+E ——= ES — P+ M+ E
k;

S: Subbstrat(x-kazein)konsantrasyonu

E: Enzim (kimozin) kinsantrasyonu

ES: Enzim-substrat kompleksi

P: para- k-kazein

M: Kazeinomakropeptit(CMP)

ki, ka: Kararli hal dncesi reaksiyon hiz sabiti
Keat : Katalitik reaksiyon hiz sabiti

Michaelis-Menten kinetigine gore reaksiyon hizi ise asagidaki esitlikle
belirlenmektedir.

dlP] _ _ dls] _ vmaxis]

V= dt dt  (Km+[SD "

1)

Vmax= kcat*Eo( 2 . 2)

Eo: Toplam enzim konsantrasyonu
Km: (ka+keat)/ ki (Michaelis-Menten sabiti)

Michaelis-Menten kinetiginde tepkimenin kararli halde oldugu varsayimi
s6z konusudur. Koagulasyon reaksiyonlarinda da yatiskin duruma kisa
strede ulasildigindan bu yaklasimin rennetlenme siirecinin enzimatik
asamasi icin uygun oldugu disidnilmektedir. Michaelis-Menten kinetigi
ile calisirken en c¢ok kullanllan ydntem, farkh  substrat
derisimlerinde,tepkime Urinlerindeki artis ya da substrat niceligindeki
azalis hizlarini dlcerek, cizilen grafikten K, ve Vmax parametrelerinin
hesaplanmasi yontemidir. Ky,; reaksiyonda maksimum hizin yarisi olarak

kabul edilen hiza (Vmax/2) ulasildigi andaki substrat derisimi olarak
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tanimlanmaktadir [9]. Bu deger substratin enzime olan afinitesi olarak
tanimlanmakta ve enzim ya da substrat derisiminden bagimsiz oldugu
kabul edilmektedir. Bu baglamda dislik K., dederi, daha aktif enzim
sistemleri ile iliskilendiriimektedir. Kimozin ve «k-kazein arasinda
gerceklesen hidroliz tzerine yapilan galismalarda bulunan K., dederleri

10°%- 5*%10™ arasinda genis bir aralikta degismektedir[9].

Kn'nin tersine; Vmax' In enzim derisimine bagh olarak degistigi
ongorilmektedir. Esitlik2.2’'de, Vmax'In Keat ile orantii oldugu da
gorilmektedir. Rennetlenme tepkimesi icin bulunan ke degerlerinin ise
2- 100 s* arasinda oldugu rapor edilmistir [9]. Reaksiyon baslangictaki
enzim derisimi  bilindiginde;keat, Esitlik2.2’'den  Vmax  yardimi  ile
hesaplanabilmektedir. ket/Kyn orani  genellikle katalitik aktivitenin
Olcisunl belirlemek amaciyla kullaniimaktadir. Bu oran ne kadar ylksek

ise enzim aktivitesinin de ylksek oldugu kabul edilmektedir [12].

van Hooydonk ve ark. [71], k-kazein ve kimozin arasinda gerceklesen
tepkimeyi yeniden dederlendirmis ve k-kazeinin misel icinde bulundugu
birinci fazin hemen baslangicinda,tepkimenin birinci dereceden kinetikler
izledigini 6ne strmustir. Bu durum, substrat derisimi ve Ky, dederlerine
bagli olarak sifirinci ya da birinci dereceden tepkimeleri tanimlayan
Michaelis-Menten  kinetiginin  enzimatik fazin  yorumlanmasinda
kullaniminin yanhs oldugu sonucunu dogurmamaktadir.Clnki;[S]>>
Km oldugu durumlar igin substratin dontsim hizinin sifirinci derece;
[S]<< Km igin ise substrat dénidsim hizi birinci dereceden tepkime

kinetigi izledigi kabul edilmektedir.

Siitte bulunan ortalama k-kazein derisiminin yaklasik 1,5¥10™ M oldugu
distndldiginde, daha o©Once yapilan calismalarda hesaplanan Kp
degerlerine gore tepkimenin sifirinci ya da birinci dereceden kinetikleri

izleyebilecegi gorinmektedir [9].

Bazl arastirmacilar ise enzim ve substratin difize olabilme yetenekleri
g6z 6nlne alindiginda,k-kazeinin enzimatik hidrolizinin Michaelis-Menten

kinetigi ile agiklanamayacadini 6ne stirmektedirler [72]. Bu gorlse goére
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difiizyon katsayisi, molektler agirlik ile ters orantili oldugundan, kazein
miselleri kimozinden c¢ok daha dusuk difizyon katsayisina sahiptir ve
tepkimenin gerceklesmesi icin dodal olarak enzimin kazein misellerine
(Phe105-Met106 bagina) ulasmasi gerekmektedir. Bu nedenle enzimatik

tepkimenin diflizyon kontrolli gergeklestigi 6ne stirilmektedir.

Rennetlenme slrecinin ikinci asamasi olan agregasyon fazini
gézlemlemek ve modellemek amaciyla bircok ydntem tartisiimaktadir.
Gerceklestirilen  modelleme calismalarinin  cogunda ilk olarak
Drak(1972)'in 6ngérdligi ve van Smuluchowski kinetiginin de temeli

olan esitlikten (2.3) yararlanildigi belirtilmistir [9].

d 1 oo o L o
stn =>2ie1 Xje LG+ )") =i = kgc6(2.3)

Bu esitlik igin rennetlenmenin 6nemli olarak goérilen gesitli evrelerinde,
birim hacim basina dliisen partikil sayisi 6nem tasidigindan, yapilan ilk
calismalar kazein misellerinin sayisini belirlemeye ydnelik olmustur.
Elektron mikrografileri, kazein misellerinin rennetlenme slrecinde
baslangicta lineer diziler olusturdugunu ve sonrasinda da bu zincirler
arasinda dallanmalarin olustugunu gostermistir [73]. RCT'nin %60" ile
%80’i arasindaki slirecte rennet ile degisime udrayan miseller,
toplanmanin tipinde ya da 6lglisiinde ani bir dedisme olmaksizin sabit
bir bicimde topaklanmaya (floklle olmaya) bagslarlar. Kimelesmelerden

once klgik zincir yapil birlesmelerin ilk 6nce olustugu belirtilmistir.

2.6.3.Tiirler Arasi Pihtilagsma Siireci Farkhiliklari

Siatldn rennet ile koaglile olma o6zellikleri peynir verimi ve niteligini
etkileyen en 6nemli etmenlerden biri olarak degerlendirilmektedir [74].
Peynir yapimi sirasinda kullanilan kaltirin niteligi ve niceligi, Ca**
derisimi, rennet niceligi, inklbasyon sicakligi ve pH gibi etmenlerin yani
sira sdtin bilesiminin  de pihtilasma strecinde g6z oOnlnde

bulundurulmasi gerekmektedir [2, 75]. Dolayisi ile sittn bilesimine etki
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eden cevresel ve genetik faktdrlerin yanisira hayvanin diyeti, cinsi, yasi,
laktasyon slresi vb. etmenler koagilasyon sirecini de etkilemektedir
[76]. Literatirde daha cok inek sitinde olmak Uzere koyun, keci ve
manda sltinde rennetlenmeyi etkileyen etmenlerin incelendigi
calismalar bulunmaktadir [77-79]. Suphesiz ki proteinlerin tdrler
arasindaki nicel ve nitel farkliigi da rennet ile koagilsayon

mekanizmasini etkileyen faktdérlerin basinda gelmektedir [80].

Ljutovac ve ark.[14] ile Raynal ve Remeuf [81], koyun ve kegi sitinln
kolloidal kararlihginin inek sitline goére daha distk oldugunu, bu
nedenle rennetlenme sidrecinde inek sdatinden farkh davranisg
sergiledigini ve daha kisa slirede pihtilastigini rapor etmislerdir. Koyun
sttl ve kegi sttinin ise rennet ile jellesme sliresinin benzer oldugu
belirtilmistir [82]. Grandison [83] ise, koyun sitlnin inek sttine goére
daha kisa strede rennetlenmesini, koyun sutlinun yuksek protein ve
kazein icerigi ile agiklamistir. Ayrica kegi sttiiniin rennetlenme stiresinin
de kazein igeriginden dolayi inek sitline oranla daha disik oldugu ve
jel sikihginin daha dislk oldugu; hatta inek sitline esit miktarda kazein
iceren kegi sltlinden elde edilen jellerin sikiliginin yine inek sitinden
elde edilen jellerden daha dislk oldudgu da rapor edilmistir [18]. Kegi
sutinden rennet jeli olusum surecinin kisa floktlasyon suresi ve dustk
pihti sikihdi ile nitelendirildigi gozlenmektedir. Ayrica kazein derisiminin
floktlasyon siresine etkisinin distk oldugu ve dislk kazein derisiminde
agregasyon hizinin, enzimatik proteoliz hizina oranla disilk oldugu rapor
edilmistir [82].

Koyun, keci ve inek sitlinin rennetlenme slrecindeki farkhliklari
inceleyen bir baska c¢alismada, koaglilasyon slreci iki asamada
(enzimatik faz ve agregasyon fazi) degerlendirilmis ve enzimatik fazda
K-kazeinin proteolizi sonucu olusan GMP olusum hizi, inek sltlnde,
koyun ve keci sUtine gobre daha yuksek iken; koyun ve kegi situ
arasindaki farkin 6nemsiz oldugu belirtiimistir [84]. Benzer sekilde

Bornaz ve ark.[43] de keci sttinln hidroliz slUresinin inek sttliine goére
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daha uzun oldugunu (sirasi ile; 552 sn. ve 372 sn.) gozlemislerdir. Buna
karsilik agregasyon hizi ise koyun ve keci sutlinde inek sltlne gore
daha yuksek bulunmustur [84]. Keci ve koyun siitlerine benzer sekilde
manda sutu de inek sutline gbére daha kisa rennetlenme suresi ile
karakterize edilmektedir [85].
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3.MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal
Denemelerde kullanilan koyun, keci, inek ve manda sutu ornekleri

Atatirk Orrman Ciftligi (AOC) sut fabrikasi (Ankara)’ dan saglanmistir.
Cig sit ornekleri 3000 rcf devirde, 7°C’ de 10 dakika santrifiijlenerek
(Sigma 3-30K, UK) yadindan ayrilmistir. Mikrobiyel gelismeyi dnlemek
amaciyla icerisine 1:10000 oraninda sodyum azid (NaNs) eklendikten
sonra Ornekler, denemelerde kullaniimak Uzere 10°C’'nin altinda

muhafaza edilmistir.

3.2.Metot
3.2.1.Toplam Kuru Madde Iceriginin Belirlenmesi
Orneklerde toplam kurumadde miktari tayini gravimetrik olarak 103

°C'de gerceklestirilmistir [86].

3.2.2.Yag Iceriginin Belirlenmesi
Cig st orneklerinin yag icerigi Gerber yontemi ile belirlenmistir [87].

3.2.3.Yagsiz Kuru Madde Iceriginin Belirlenmesi
Siat orneklerinin yagi ayrildiktan sonra kuru madde icerigi gravimetrik

yontemle belirlenmistir[86].

3.2.4.Titrasyon Asitliginin Belirlenmesi

IDF Standardina goére, modifiye edilerek, SH birimi ile hesaplanmistir
[88]. 25 mL sit 6rnegi 0,1 N ayarli NaOH ile tite edilerek harcanan
NaOH miktar kaydedilmis ve SH dederleri belirlenmistir.

3.2.5. Kiil Igeriginin Belirlenmesi
Orneklerin kil igerigi, kil firninda yakilarak (520°C) gravimetrik

yontemle belirlenmistir.

3.2.6.pH Degerinin Belirlenmesi
pH oOlcimleri masa tipi pH metre (Hanna Instruments, HI 221)ile

gerceklestirilmistir. pH metre kalibrasyonu pH 4.0 (Merck, HC824188)
ve pH 7.0(Merck, HC822844) tamponlan kullanilarak
gerceklestirilmistir.
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3.2.7.Protein Iceriginin Belirlenmesi

Orneklerin protein icerikleri Bradford [89] ydntemi ile belirlenmistir. Gig
sit 6rneklerine uygun seyreltme islemi yapildiktan sonra, hazirlanan
Bradford reaktanti varhidindadrneklerin 595 nm’deki absorbansi
Olclmis ve dedisen derisimlerdeki kazein cozeltileri kullanilarak
olusturulan standart edri ile karsilastirilarak protein  miktari

belirlenmigtir.

3.2.8. Ure-PAGE ydntemi ile Protein Fraksiyonlarinin
Belirlenmesi

Cig sut orneklerindeki protein fraksiyonlarini belirlemek amaciyla ure-
PAGE yontemi kullaniimistir [90]. Ure-PAGE elektroforez sisteminde
denatlirant olarak 8-12 M derisimlere kadar kovalent olmayan baglar
yikarak proteinleri denatire eden Uure kullanilmaktadir. Kazein alt
fraksiyonlarinin molekdl agdirliklar birbirine oldukga yakin oldugu igin
(20-25 kDa) SDS-PAGE yontemi ile ayrim tam olarak yapilamamaktadir.
Ure-PAGE ydnteminde proteinler molekiler adirliklarin yani sira elektrik

yuklerine gére de ayrilmaktadirlar [91].

Inek sitiinden elde edilen siit protein standartlar (a-kazein(Sigma-
C6780), B-kazein(Sigma-C6905), k-kazein(Sigma-C0406), a-
Laktalbumin(Sigma-L5385), B-LaktoglobulinA  (Sigma-L7880), B-
LaktoglobulinB(Sigma-L8005)), c¢ig sit ornekleri ve koagllasyon
denemesi sonucu elde edilen presipitatlar icin gerekli seyreltme islemleri

yapimistir. Sistem 20 mA sabit akimda calistirniimistir.

Jellerin boyanmasi igin Commassie Brilliant Blue G (G-250) (Acros
Organics #191480250) kullanilmistir. Boya c¢ozeltisinde 1 gece
bekletilen jeller sonrasinda saf su ile yikanip bir sidre saf suda

bekletildikten sonra “Agfa Fotolook” yazilimi kullanilarak taranmistir.

3.2.9.Protein Yiizey Hidrofobisitesi Indeksinin (PYHI)
Belirlenmesi

Protein ylzey hidrofobisitesi Bonomi ve ark. [92] ile Pagliarini ve ark.
[93]'a gobre, gerekli modifikasyonlar gerceklestirilerek, Erdem[40]
tarafindan gelistirilen yontem ile saptanmistir.
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Tek basina fluoresans gdstermezken, proteinlerin hidrofobik ylzey
kisimlarina baglanarak olusturdugu kompleksin fluoresans goésterdigi
ANS (8-anilinonaphthalene-1-sulfonic acid ammonium salt, Merc cat.no.
10762) bu calismada fluoresans probu olarak kullaniimistir.
Spektrofluorimetre (Varian Cary Eclipse Fluorescence
Spectrophotometer, USA) bir deterjan ¢ozeltisi (%5 Triton-X 100, Fluka
cat.no. 93426) kullanilarak ayarlanmistir. Aex: 390 nm, Aem: 480 nm,
bant genisligi: 5 nm’dir.

Cig sut orneklerinde oncelikle ANS titrasyonu gergeklestirilmistir. Bu
amacla orneklerden 10’ar mL alinmis; 1 mM, 5 mM ve 10 mM ANS
¢ozeltilerinin her birinden sirasiyla 10 uL, 25 pyL ve 50 puL alinarak
orneklere eklenmis ve fluoresans intensiteleri dlgulmustir. Koér olarak

ornedge ANS eklenmeden olgllen fluoresans dederleri kullaniimistir.

ANS titrasyonu sonucu elde edilen verilerin kinetik analizinde;
Lineweaver-Burk, Hanes-Wolf, Eadie-Hofstee ve Direct Linear esitlikleri
ayri ayr kullanilarak Fnax ve Kq dederleri hesaplanmistir. Frax , doymus
ANS derisimindeki maksimum fluoresanstir ve fonksiyonel olarak
hidrofobik kisimlarin sayisini vermektedir. K4, ANS titrasyon edgrisinde
Michealis-Menten kinetigine gére Fmax/2 kosulundaki ANS derisimidir ve
fluoresant karakterdeki ANS-protein kompleksinin  dissosiyasyon
sabitidir. Proteinlerin hidrofobisitesini belirlemede hem Fmnax dederi; hem
de proteinin proba karsi gosterdigi affinite olarak tanimlanan 1/Kg
degeri 6nemli parametrelerdir. Bunlarin yaninda degerlendiriimesi
gereken diger parametreler; prob-protein baglanmasinin ortalama
sikihgini ifade eden Fmax/ Kg ve protein yilzey hidrofobisite indeksi
(PYHI) olarak tanimlanan ve birim protein basina hidrofobisiteyi ifade

eden Fmax/ Kg*[P] olarak belirlenmistir.

3.2.10. ANS ve Protein Partitisyonu Belirlenmesi
ANS ve protein partisyonu (dagilimi), Erdem [40]’e gOre saptanmistir.

Herbir st o6rnedi icin 9 mL o6rnek alinip 36 yL 50 mM ANS ilave
edildikten sonra 27000 rpm ve 7°C’de 45 dakika santriflj edilmistir.
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Santriflij sonucu elde edilen presipitata 3 mL 50mM fosfat tamponu
(pH=6,8) ilave edilerek c¢oziinmesi saglanmis ve gerekli seyreltme
islemi yapildiktan sonra 595nm’de absorbansi dlcllerek protein

partitisyonu Bradford yontemi ile belirlenmistir.

ANS partitisyonu icin fosfat tamponu ilave edilmis presipitat
cozeltilerinden 100’er pyL alinarak, %5’lik Triton-X-100 c¢ozeltisi ile 5
mL'ye tamamlanmistir. Bu drnekler icin Aex: 390 nm, Aem: 480 nm, bant
genisligi: 5 nm olmak Uzere spektrofluorimetrik  dlgimler
gerceklestiriimis ve fluoresans intensiteleri belirlenmistir (Fo). Ardindan
ayni orneklere 10pyL 1 mM ANS c¢ozeltisi ilave edilmis ve dlgulen
fluoresans intensiteleri “F;"” dederleri olarak kaydedilmistir. Seyreltme
faktorleri ile gerekli dlzeltmeler yapilarak baglanan ANS miktari

belirlenmistir.

3.2.11. Rennet ile Koagulasyon Denemesi
Rennet ile koagllasyon denemesi koyun, kegi, inek ve manda sutl

ornekleri icin Erdem[40]’e gbre gergeklestirilmistir.

Buz banyosundaki sut drneklerine son derisimi 0,2mM olacak sekilde
ANS ve 100puL rennet (%5) (Maxiren, 600 IMCU) ilave edilmistir.
Ornekler iyice karistirildiktan sonra bekletiimeden 10 adet tiipe
paylastirilmis ve tupler 35°C’deki su banyosuna yerlestirilmistir. Tlpler
6n denemelerle, Berridge yontemi ile belirlenen pihtilasma siresini de
kapsayacak sekilde belli araliklar ile (0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90.
dk) sicak su banyosundan alinmis ve buz banyosuna alinarak enzimatik
tepkimenin durdurulmasi saglanmistir. Tim 06rnekler sicak su
banyosundan alinip buz banyosunda bir slire bekletildikten sonra 10000
rpm ve 4°C’de 20 dakika santriflij edilmistir. Elde edilen presipitatlarin
Uzerine ayrilan sidpernatant hacmi kadar 8 M Ulre c¢ozeltisi eklenerek;
setler ultrasound banyosunda ¢6zliinene kadar bekletilmistir. Hazirlanan
presipitat drnekleri 10°C’'nin altinda bir gece periyodu dengelenmis ve

ardindan protein ve ANS partitisyonu (dagilimi) saptanmistir.
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Koaglilasyon denemesi icin ANS ve protein partitisyonu asadida

belirtildigi gibi gerceklestirilmistir:

Her bir tlp iceriginden 100 pL alinarak hacmi %5’lik Triton-X-100
cozeltisi ile 5 mL'ye tamamlanmistir. Hazirlanan érneklerin fluoresansi
Olclilerek “kor 6rnek” olarak degerlendirilmis, ardindan igerisine 10 puL, 1
mM ANS cozeltisi eklenerek tekrar fluoresansi dlglildikten sonra aradaki
fark degerlendirilerek presipitata baglanan ANS derisimi hesaplanmistir.
Koagulasyon islemi sonrasinda elde edilen presipitatlarda protein
dagihmi Bradford yontemi ile belirlenmistir. Yontem, ANS partitisyonu
icin elde edilen presipitat c¢o6zeltilerinin 30 kat seyreltildikten sonra
Bradford ¢ozeltisi varliginda 595 nm’de absorbansinin dlglilmesi sonucu

protein iceriginin belirlenmesine dayanmaktadir.

Ayrica, ANS partititsyonu icin hazirlanan presipitat ¢ozeltileri saf su ile 4
kat seyreltilerek  Ure-PAGE uygulamalarinda kullanilmis  ve
presipitatlardaki protein fraksiyonlari elektroforetik olarak da analiz

edilmistir.

3.2.12.RP-HPLC ile Koagulasyonun Izlenmesi

Deneme kapsaminda protein profili RP-HPLC (Agilent 1100 series)
cihazinda ZORBAX C8 (250x4,6mm i¢ cap, 5 pm partikial boyutu,
300°A) kolonu ile A= 226 nm’de 40°C sicaklikta 1 mL/dakika akis hizi ile
belirlenmistir. Ayirma islemi mobil faz A (% 0,1 TFA igeren 1/9
oranindaki Acetonitril/ Deiyonize su karisimi) ve mobil faz B (% 0,1 TFA
iceren 9/1 oranindaki Acetonitril/ Deiyonize su karisimi) ile belirlenen
gradient programa gore gercgeklestirilmistir. Kullanilan gradient

programi Cizelge 3.1’de belirtilmistir.

ANS partititsyonu icin hazirlanan presipitat ¢ézeltisi 30 kat Mobil faz A:
Mobil faz B (70:30) karisimi ile seyreltilerek RP-HPLC analizinde

kullanilmak tzere buzdolabinda saklanmistir.

Sut ornekleri  ve koagulasyon sonucu elde edilen presipitat
orneklerinden elde edilen kromotogramlardaki pikleri tanimlamak
amaciyla inek sdtunden elde edilen standart proteinler (a-kazein, B-
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kazein, k-kazein, a-laktalbumin, B-laktoglobulinA ve B-laktoglobulinB)

kullaniimistir.

Cizelge 3. 1. RP-HPLC ydnteminde kullanilan gradient program

Sire (dk.) Mobil faz A (%)

Mobil faz B (%)

Akis hizi (ml/ dak.)

0
6
16
19
20
23
24
25
27
30

80
60
55
50
50
30
0
0
80
80

20
40
45
50
50
70
100
100
20
20

e e e e e = e

3.2.13. Istatistiksel Degerlendirmeler

Tim denemeler

5

tekrarl

yuratdlmustar.

Elde edilen verilerin

degerlendirilmesinde SPSS ®21 for Windows vyazilimi kullaniimistir.

Varyanslar arasindaki

gerceklestirilmistir.

farkhligin 6nem kontroli Duncan testi ile
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4. SONUCLAR

Bu tez calismasi kapsaminda peynir Gretiminin temelini olusturan shtin
rennet ile pihtilastirnimasi sireci inek, koyun, keci ve manda sltlnde
incelenmis ve tlrler arasi farkliigin rennetlenme kinetiginde yarattigi

farkliliklar Gzerinde durulmustur.

4.1. Siit Orneklerinin Genel Bilesimi
Orneklerin genel bilesimini belirlemek amaciyla yapilan analizler
sonucunda inek, koyun, keci ve manda sitlne ait ortalama degerler

Cizelge 4.1'de gdsterilmistir.

Cizelge 4.1. Siut 6rneklerinin genel nitelikleri (ortalama)

Inek Kegi Koyun Manda
pH 6,64+0,06 6,64+0,07 6,63+0,05 6,6+0,06
Titrasyon 6,98+0,41  6,45+0,66 8,88+0,28 7,84%0,68
asitligi (SH)

Yagsiz kuru

madde(%) 8,74+0,34  9,97+0,50 12+0,50  10,8+0,84
Kiil (%) 0,748+0,03 0,809+0,04 0,925+0,04 0,787+0,06
Yag (%) 3,61+£0,10 3,91+0,17  7,28+0,41  6,85+0,21
Proteln 35,5+¢3,10  40,6+3,60 54+4,30  47,7+2,00
(g/L)

Genel olarak olcilen pH dederleri manda sitinde daha disik olmakla
birlikte diger tirler arasinda 6nemli fark bulunmamistir(p>0,05). Elde
edilen titrasyon asitligi verilerine bakildiginda; en alkali 6zellikteki stin
keci sttd oldugu; koyun sitinin ise titrasyon asitligi dederinin diger
tirlerden 6nemli derecede ylksek oldugu goérilmektedir.Yagsiz kuru
madde, kil ve yag icerigi analiz edilen tirler arasinda en ylksek koyun
sutiinde bulunmustur. Protein icerikleri, inek, keci, manda ve koyun
sutd igin sirasi ile 35,5+3,1; 40,6+3,6; 54+4,3; 44,72 g/L olarak
bulunmustur (Cizelge 4.1).Farkh tdrlerin protein igerikleri arasindaki

fark dnemli diizeydedir (p<0,05). Orneklerin genel bilesim analiz verileri
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degerlendirildiginde, deneme kapsamina alinan sit ornekleri
rennetlenme sirecinde degerlendirilebilir genel nitelige sahip oldugu
goérulmektedir [18, 20].

4.2. Siit Orneklerinin Hidrofobisitesine Iliskin Bulgular

4.2.1. Siit Orneklerinin Protein Yiizey Hidrofobisitesi

Protein yilizey hidrofobisite indeksinin (PYHI) belirlenmesi amaciyla
yapilan spektrofluorimetrik 6lciimler sonucu degisen ANS derisimlerinde
cig st drnekleri icin dlclilen floresans intensite degerleri Cizelge 4.2 ve
Sekil 4.1'de; spektrofluorimetrik dlcimlerden yola cikilarak hesaplanan

kinetik parametreler ise Cizelge 4.3’de gdsterilmistir.

Yizey hidrofobik kisimlarin sayisini temsil eden Fnax degerleri
incelendiginde inek sitlnin en yiksek dederi gosterdigi ve onu sirasi ile
keci, manda ve koyun sitlnin izledigi bulunmustur. Farkl orijinden
ornekler igin ylzey hidrofobik kisimlarin sayisi arasindaki farkin énemli
oldugu gézlenmistir(p<0,05).

Cizelge 4.2. Inek, koyun, keci ve manda sitlerinin ANS titrasyonu
sonucu elde edilen floresans intensiteleri (ortalama)

ANS (uM) Inek Kegi Koyun Manda
1,0 4,234 3,451 1,299 3,292
3,5 12,298 9,909 4,464 9,627
8,5 23,387 19,623 7,710 17,306
13,5 41,664 26,795 12,289 23,199
26,0 49,125 41,528 18,538 32,557
51,0 65,916 54,850 26,983 43,127

61,0 70,803 57,915 29,469 46,011
86,0 79,669 65,471 36,538 50,847
136,0 85,912 73,619 38,918 56,979

Yizey hidrofobik kisimlarinin sayisinin en fazla olmasina ragmen inek
sttliinin en yliksek baglanma afinitesini(1/Kq4) gostermedidi; en yiksek
baglanma afinitesinin manda sitline ait oldugu ve onu sirasi ile kegi,
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inek ve koyun sutlerinin izledigi; tirler arasindaki farkin ise keci ve inek

sttd arasindaki fark harigc 6nemli oldugu bulunmustur (p<0,05).

Cizelge 4.3. Orneklerin ANS titrasyonu verilerinden elde edilen kinetik
parametreler (ortalama)

Inek Kegi Koyun Manda
Fmax 96,264 82,409 50,014 60,542
Kq 26,188 25,904 33,267 19,862
1/Kg4 0,038 0,039 0,030 0,050
Fmax/ Kad 3,676 3,181 1,503 3,048
Prot 35,498 40,557 54,016 42,674
Fmax/P 2,712 2,032 0,926 1,419
PYHI 0,104 0,078 0,028 0,071
Kcat 0,00036 0,00026 0,00015 0,00014

Inek siitli proteinlerinin yiizey hidrofobik kisimlarin baglanma sikhiginin
(Fmax/Kg) diger tlrlere goére daha vylksek oldugu; koyun st
proteinlerinin ise en disik baglanma sikligina sahip oldugu
gbzlenmistir. Kegi ve manda sitl hari¢ tdrler arasindaki fark énemli

bulunmustur (p<0,05).

Farkli orijinlerden sit o6rneklerinin icerdigi protein miktarlar farkli
oldugundan, 6rneklerde birim protein basina disen hidrofobik kisimlarin
sayisi (Fmax/P) hesaplandiginda; inek sitiinde birim protein basina
disen ylzey hidrofobik kisimlarin sayisi en yiksek bulunmus, onu sirasi
ile keci, manda ve koyun sutleri izlemis ve tlrler arasindaki farkin

onemli oldugu gozlenmistir (p<0,05).

Proteinlerin yiizey hidrofobisite indeksi (PYHI), birim protein basina
hidrofobik baglanma ve bag sikihdi kavramlarini temsil etmektedir.
Yapilan calismada en ylUksek hidrofobisiteyi inek sitl proteinlerinin
sergiledigi, onu sirasi ile keci, manda ve koyun sitl proteinlerinin
izledigi; keci ve manda sitd haric (p>0,05), tlrler arasindaki farkin

onemli diizeyde oldugu ortaya konulmustur (p<0,05).
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Sitdn rennetlenme slreci ve peynir Uretimi agisindan o6nemli bir
baglama pratigine sahip olan protein-protein baglanmalarinin temelini
olusturan protein ylzey hidrofobisitesi, genel anlamda en yilksek inek
sutliinde gdzlenmis; onu sirasi ile kegi ile manda izlemis ve en dusuk

degerler koyun slitiinde gozlenmistir.

100 -+
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60 -

—o—INEK

50 - ,
—#— KECi

Floresans(a.u.)

40 1 4— KOYUN

30 - —— MANDA

20 -

10 +

0 20 40 60 80 100 120 140 160
ANS derisimi(uM)

Sekil 4.1. Inek, keci, koyun ve manda sutlerinin ANS titrasyon egrileri

4.2.2. Siit Orneklerinin Protein ve ANS Partitisyonu
Orneklerdeki protein ve ANS partitisyonu (dagihimi) Bélim 2. Materyal
ve Metot kisminda belirtildigi sekilde incelenmis ve sonuglar Cizelge 4.4’

te gosterilmistir.

Cizelge 4. 4. Incelenen tirlerin protein ve ANS partitisyonu (ortalama)

Partzgitse\;:nu °/ot|?:_otein AN?Pa;\:tli.\tli\‘sg)onu % AI:S
(g/L protein) partitisyonu m part.
Inek 30,96+3,01 86 0,138+0,03 69
Kegi 39,41+ 2,98 95 0,190+0,02 95
Koyun 53,37+3,80 98 0,183+0,03 92
Manda 47,2+2,86 99 0,182+0,02 91
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Sut orneklerinde protein partitisyonu incelendiginde floklle olma
egiliminin birbirine ¢ok yakin oldudu; en distk edilimin inek sutd
proteinlerinde oldudu, onu sirasi ile kegi, koyun ve manda sUltl
proteinlerinin izledigi gézlenmistir. Tium &rneklerde flokile olan protein
miktarinin toplam protein igeriginin %385‘inden daha fazla oldugu,
manda sitd icin  bu oranin  neredeyse %100’e ulastig
belirlenmistir(Sekil 4.2).
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g/L protein
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1
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INEK KEGi KOYUN MANDA

Sekil 4.2. Inek, koyun, keci ve manda sitiiniin protein partitisyonu
(dagilimi)

Tirler arasinda ANS dagilimi incelendiginde yine en distk partitisyon
inek sttinde gozlenmis (%69), diger tirlerde ise ANS dagilimi %90'In
Uzerinde bulunmustur. Yani koyun, kegi ve manda sutd proteinlerinin
floktle olmasina ragmen ANS baglanma oraninin inek sitinden fazla
oldugu gdézlenmistir. Inek siti ve diger tirler arasindaki farkin énemli
oldugu (p<0,05) bulunmustur (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Inek, koyun, keci ve manda satiinin ANS partitisyonu
(dagihmi)

4.2.3. Siit Orneklerinin Rennetlenme Siirecindeki Hidrofobisite
Degisimi

Sutdn rennet ile pihtilasma (rennetlenme) sdreci Materyal ve Metot
kisminda aciklandigi bicimde incelenmistir. Rennetlenme slirecinde
zamana karsl sut orneklerinden elde edilen presipitatlarin protein
derisimi (g/L) ve baglanan ANS derisimleri (mM) hesaplanmis ve grafige
aktariimistir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).
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Bu grafiklerden elde edilen her bir sit 6rnedine ait egriler Ek 1'de
aciklandigi Gzere ayri ayri dederlendirilerek parametrik veriler elde

edilmis ve elde edilen bulgular Cizelge 4.5- Cizelge 4.8'de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.5. Farkh orijinden sitlerin  rennetlenme  slrecinde
presipitatlarin protein iceriginden hesaplanan parametrik sireler

Proteoliz Sikilasma Siiresi Rennetlenme
Siiresi(PS)(dk) (SS)(dk) Siiresi(RS)(dk)
Inek 17,8 51,6 69,4
Keci 10,6 54 64,6
Koyun 15,7 54,5 70,2
Manda 8,8 37,9 46,7

Orneklerin toplam rennetlenme siireleri incelendiginde en kisa siirenin
manda sitine ait oldugu, onu sirasi ile kegi, inek ve koyun sitlerinin

izledigi saptanmustir.

Farkh tlrlerdeki stt o6rneklerinin rennetlenme slrecindeproteoliz
suresinin (PS), toplam rennetlenme siresi(RS) igindeki oranina
bakildiginda, keci slttinde bu oranin en disik oldugu, onu artarak
manda, koyun ve inek sutlerinin izledigi ve tlrler arasi farkhligin dnemli

oldugu sonucuna ulasiimistir.

Cizelge 4.6. Farkh orijinden sitlerin  rennetlenme slrecinde
presipitatlarin  protein iceriginden hesaplanan sirelerin toplam
rennetlenme suresine orani (%)

Proteoliz SikilasmasSiiresi
Siiresi(PS)(%) (SS)(%)
Inek 25,6 74,4
Kegi 16,4 83,6
Koyun 22,4 77,6
Manda 18,8 81,2
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Rennetlenme slireci, zamana karsi elde edilen presipitatlarin ANS
baglama derisimindeki degdisimden yola cikilarak da dederlendirilmis ve
hesaplanan parametrik veriler Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8'de
gOsterilmistir. Tlrler arasinda pihtilasma stlireci dedisiminin; baglanan
ANS derisimi, yani protein hidrolizi dizeyi acisindan presipitatlarin
protein derisimlerindeki degisim ile ayni oldugu ve oransal olarak
slirecin benzer egilim gosterdigi, ayrica tirler arasi farkin da onemli

oldugugodzlenmistir(p<0,05).

Cizelge 4.7. Farkh orijinden sltlerin  rennetlenme slrecinde
presipitatlarin ANS baglama derisiminden hesaplanan parametrik slreler

Proteoliz Sikilagsma Siiresi Rennetlenme
Suresi(PS)(dk) (SS)(dk) Siresi(RS)(dk)
Inek 24,5 50 74,5
Kegi 18,1 44,3 62,4
Koyun 26,5 44,9 71,4
Manda 8,5 34 42,5

Cizelge 4.8. Farkh orijinden sltlerin rennetlenme slrecinde
presipitatlarin ANS baglama derisiminden hesaplanan sirelerin toplam
rennetlenme sliresine orani (%)

Proteoliz Sikilasma Siiresi
Siiresi(PS) (%) (SS) (%)
Inek 32,9 67,1
Kegi 29 83,6
Koyun 37,1 77,6
Manda 20 81,2

Rennetlenme silireci boyunca protein derisimi ve ANS baglama
miktarlarinin degdisiminden vyola cikilarak hesaplanan parametrelerin
(SS, PS, RS) vyanisira, slirecin tamamlanmaya yakin oldugu %80’lik
kisimdaki protein ve ANS derisimlerinin tlrler arasi farklihgi da ortaya

konulmaya calisiimis ve Cizelge 4.9°da belirtilen veriler elde edilmistir.
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Cizelge 4.9. Rennetlenme sirecinin tamamlanmaya yakin oldugu t0.8
aninda presipitatlarin protein derisimi ve baglanan ANS miktari

[Plo [Plo.s A[P] [ANS]o [ANS]o.s A[ANS]
(g/L) (g/L) (%) (mM) (mM) (%)
Inek 35,5 22,3 63 0,2 0,119 60
Kegi 40,6 21,1 52 0,2 0,114 57
Koyun 54 33,4 62 0,2 0,122 61
Manda 42,7 26,3 62 0,2 0,104 52

Enzimatik sirecin tamamlandigi ve pesi sira flokllasyon sirecinin de
tamamlanmaya yakin oldugu an, silrecin %80‘inin tamamlandigi an
olarak degerlendirilmistir. Bu andaki farkh tlrlere ait presipitatlarda
protein ve ANS igerikleri hesaplanarak (Ek 1 ve Ek 2), baslangig (to)
anindaki dederlerden farklihdi degerlendirilmistir. Tim tlrlerde sirecin
%80’i tamamlandiginda protein baglanmalarinin yaridan fazla (~ %60)

tamamlandigi gozlenmistir.

4.3. Rennetlenme Siirecinde Protein Profilinde Kromotografik
Olarak Ortaya Cikan Degisimler

Tam oOrnekler icin rennetlenme slirecinde degerlendirmeye alinan
presipitatlarin protein profili RP-HPLC yontemi ile de izlenmistir(Bkz.
Bolim 3- Materyal ve Metot). Kullanilan yontemde k-kazein piklerinin
kligik olmasi ve vyuksek deneysel hata vyaratmasi nedeniyle
degerlendirme disi birakilmis; onun yerine elde edilen
kromotogramlarda hidrofobisite acisindan da anlamh fraksiyonlar olan
a-kazein ve PB-kazein pikleri dederlendirilmistir. Rennetlenme siireci
boyunca elde edilen presipitatlarda anilan iki kazein fraksiyonunun
konsantrasyonundaki dedisim Sekil 4.6 ve Sekil 4.7'de go6sterilmistir.
Ayrica hesaplamalarin yapildigi RP-HPLC kromatogramlari Ek 3-11'de

verilmistir.
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Sekil 4. 6. Rennetlenme siresi boyunca elde edilen presipitatlarda a-
kazein konsantrasyonu degisimi

a-kazein fraksiyonunun zamana karsi degisim grafikleri incelendiginde
(Sekil 4.6), rennetlenmenin ilk asamasini karakterize eden lag
fazinmanda sltlinde yaklasik 50 dakikada tamamlandigi, diger tirlere
ait orneklerde ise yaklasik 70 dakikada tamamlandigi go6zlenmistir.
Rennetlenme sireci sonunda icerige bagh olarak en ylksek derisimin
koyun sitline ait oldugu gorilmektedir. Bu olgu B-kazein fraksiyonu
acisindan da dederlendirildiginde benzer egilimler goézlenmistir (Sekil
4.7). Ancak slreg, B-kazein icerigi acisindan kegi sttinde farklilik
gOstermistir. B-kazein miktarinin zamana karsi dedisimi a-kazein ile

benzer ve tiurler arasindaki farkhlik da énemli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4. 7. Rennetlenme slresi boyunca elde edilen presipitatlarda B-
kazein konsantrasyonu dedisimi

4.4. Rennetlenme Siirecinde Protein Profilinde Gozlenen
Elektroforetik Degisimler

Inek siitiine ait a-kazein, PB-kazein, k-kazein, a-laktalbumin, PB-
laktoglobulin A ve B-laktoglobulin B standartlari ve farkh turlere ait sit
orneklerinin lre-PAGE analizine ait jel goérintdleri Sekil 4.8" de
gosterilmistir. Ure-PAGE elektroforetogramindan, koyun ve manda siiti
protein profillerinin benzer oldugu goridlmektedir (Line 9 & Line 10).
Ayrica keci sutiinde a-kazein miktarinin inek sittine gére daha dusuk
oldugu ve keci sitliinde baskin kazein fraksiyonunun B-kazein oldugu
gorulmektedir (line 8).

Calismada analiz edilen tim o6rnekler icin rennetlenme slrecinde
degerlendirmeye alinan presipitatlarin protein profilindeki degisim de
elektroforetik olarak incelenmis ve farkl tirlere ait jel géruntileri Sekil

4.9- Sekil 4.12 de gdsterilmistir.
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Sekil 4.8. Izole inek sit proteinleri ve analiz edilen farkli tur sit
orneklerine ait ure-page elektroforetogramlari.(1:a-kazein, 2:B-kazein,
3:k-kazein, 4:a-laktalbumin, 5:B-laktoglobulin A, 6:B-laktoglobulin B,
7:inek sutd, 8:keci sutd, 9:koyun satd, 10:manda)

Rennetlenme slreci boyunca pB-kazein derisimindeki degisim
incelendiginde, derisimdeki belirgin artisin manda sitinde diger tirlere
gore daha erken ortaya ciktigi; koyun sitl o6rneklerinde ise bant
genisligindeki farkin en belirgin 60 ve 90. dakikalar arasinda ortaya
ciktigr gorilmektedir. Kegi sitlinde baskin kazein fraksiyonununp-kazein
oldugu, B-kazein bantlarinin diger tlrlere gbre belirgin oranda genis
oldugu ve B-kazein derisimindeki artisin slire¢ boyunca az miktarda da
olsa sureklilik de sdylenebilir. Kazein fraksiyonlarindaki derisim
dedisiminin kantitatif olarak belirlendigi RP-HPLC analizi sonuglari ile

Ure-PAGE elektroforetogramlar benzerlik gostermektedir.

Rennetlenme sireci boyunca a-kazein konsantrasyonundaki dedisim
incelendiginde yine Ure-PAGE jel gorintilerinin RP-HPLC ile elde edilen
sonuglar ile uyumlu oldugu belirlenmistir. Keci sttt harig, diger tirler

icin a-kazein igerigindeki degisim B-kazein ile benzerlik géstermektedir.
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0.dk 1.dk 5.dk 10.dk 15.dk 20.dk 30.dk 60.dk 90.dk

Sekil 4. 9. inek siitiiniin rennetlenme siireci boyunca protein profilindeki
degisimi gosteren lre-PAGE elektroforetogrami.(jel gérintileri)

0.dk 1.dk 5.dk 10.dk 15.dk 20.dk 30.dk 60.dk 90.dk

------ -B—kazein
sssess - e

Sekil 4. 10. Keci sudtinin rennetlenme slreci boyunca protein
profilindeki  degisimi gbsteren Ure-PAGE elektroforetogrami.(jel
goruntdleri)
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Sekil 4. 11. Koyun sdtinin rennetlenme sireci boyunca protein
profilindeki  degisimi gbsteren Ure-PAGE elektroforetogrami.(jel
goruntdleri)

0.dk 1.dk 5.dk 10.dk 15.dk 20.dk 30.dk 60.dk 90.dk
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Sekil 4. 12. Manda sdtunidn rennetlenme slreci boyunca protein
profilindeki  dedisimi gOsteren (re-PAGE elektroforetogrami.(jel
goruntaleri)
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5.TARTISMA

Tez kapsaminda kullanilan sit 6rneklerinin, genel bilesimleri acisindan

degerlendirilebilir karakterde oldugu aciktir (Bkz. Cizelge 4.1).

Rennetlenme slirecinin kinetik olarak degerlendirilmesi amaciyla
yararlanilan protein yizey hidrofobisitesindeki degisimlerin de anlamlh

oldugu dusltnlilmektedir.

Hidrofobisite verileri acgisindan, protein derisiminden bagimsiz olarak,
protein ylzeyindeki hidrofobik kisimlarin sayisinin inek sttliinde en fazla
oldugu belirgindir (Bkz. Cizelge 4.3). Anilan hidrofobik kisimlarin
sayisinin, rennetlenme slreci agisindan k-kazeinin hidrolizi sonrasi
gerceklesecek olan floklilasyon asamasi agisindan belirleyici oldugu
distndlmektedir [94]. Ancak sadece bu veri agisindan dederlendirme
yapmak pek dogru degildir. Clinkl proteinlerin birbirine olan mesafesi
(bir anlamda derisimi), misel boyutu ve bitinliga (kompakt yapisi) vb.

nitelikler de flokilasyon sirecinde etkilidir [53, 95].

Calisma kapsaminda incelenen farkli tdrlere ait 6rneklerden, ylzey
hidrofobik kisimlarin sayisi inek sitinde en yluksek olmakla beraber, bu
kisimlarin hidrofobik baglanma afinitesi (egilimi) en yliksek inek sttiinde
degil, manda sltinde goézlenmis; inek sttl bunu izlemis ve en disik
koyun sltlinde saptanmistir. Koyun sitl ayrica en distk baglanma
sikihdini gosteren tir olmustur. Protein ylizey hidrofobisitesinin protein
derisimi ve sikilikla birlikte dederlendirildigi, bir anlamda toplam
hidrofobisite olarak adlandirilabilecek olan indeks dederi (PYHI) de en

yuksek inek sttlnde, en distk koyun sttinde gdzlenmistir.

Kq, etkin bir baglanmanin olusabilmesi igin gerekli olan ANS derisimi
olarak tanimlanabilir. Bu anlamda protein sisteminin kararli bir
organizasyona ulasabilmesi icin gereken ylzey hidrofobik kisimlarin
sayisi olarak nitelendirilebilir.Bu tez kapsaminda yduratilen denemeler
acisindan bakildiginda da Kg, protein sisteminin rennetle koagtllasyon

slirecini nitelerken de anlamh bir veri olarak dederlendirilebilir. Bir
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proteinin ylksek Ky degerine sahip olmasi, belirli bir baglanma
afinitesine ulasilabilmesi igin gereken ANS derisiminin yluksek olmasi, bir
baska deyisle ylzey hidrofobik kisimlara goérece c¢ok sayida gerek

duymasi anlamina gelmektedir.

Kq dederi ylksek olan st tlrindn protein sistemi, rennetlenme
sirecinde kararli bir organizasyona ulasabilmek icin daha fazla
baglanma bdlgesine ve hidrofobik bag sayisina ihtiya¢ duyacaktir. Bu
baglamda, rennetlenme sirecinde flokulasyon asamasina hakim olan
protein-protein baglanmalarinin sayisinin en yiksek olmasi gereken tir
koyun sttudir ve koyun sutdnu sirasi ile inek ve kegi situ izlemektedir.
Sirecin tamamlanmasinda en az sayida badlanma boélgesine ihtiyag

duyan tirin ise manda sutl oldugu goézlenmistir.

Turnover sayist (Keat, s1) ile optimum kosullar altinda baglanmanin
olusumuna iliskin  dogrudan bir dederlendirme yapilabilecegdi
sanilmaktadir. Birim baglanma hizi olarak nitelendirilebilecek bu degerin
resiprokali (1/Kcat,) iki hidrofobik kismin baglanabilmesi icin gerekli slire
olarak tanimlanabilir. Incelenen tiirlerin siit protein sistemine
bakildiginda bir baglanma stlirecinin tamamlanmasi igin gereken siire en
kisa manda sltlinde gdézlenmis ve onu artarak koyun, kegi ve inek
sitleri izlemis (Cizelge 4.3.) ve birim zamanda gerceklesen baglanma
dizeyinin turler arasindaki farki énemli bulunmustur (p<0,05). Ancak
bu silire, sadece iki hidrofobik bdlgenin baglanabilmesi igin gerekli olan
slre oldugundan ve incelenen farkli orijinlerden st o6rneklerindeki
protein derisimi ve miseller arasi uzaklik da farkh oldugundan direkt
olarak 1/kcat dederlerini toplam floklilasyon siresi ile bagdastirmak
dogru olmayacaktir. Ayrica kazein misellerinin ortamda sayica fazla
olmasi, enzim kinetigi acisindan “turnover” sayisinin da ylksek olmasi
anlamina gelmemektedir. Burada “turnover” sayisi katalitik sabit olarak
(keat) degerlendirilmelidir (Bkz. Cizelge 4.3).

Tez kapsaminda incelenen slt o&rneklerinin rennetlenme slregleri,

hidrofobisite parametresiyle dederlendirildiginde keci-manda sltl ile
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inek-koyun sitlerinin birbirine benzer egilim gosterdigi goézlenmistir
(Bkz. Selik 4.4 ve Sekil 4.5).

Rennetlenme silreci iki asamada (enzimatik faz ve flokllasyon fazi)
degerlendirilecek olursa, her iki asama da incelenen tirlerde en hizh
manda sutlinde tamamlanmistir. Bunu ilk asamada sirasiyla kegci, koyun
ve inek sutleri; ikinci asamada inek, koyun ve keci sutleri izlemistir.
Rennetlenme siresinin tamamlanmasi da hemen hemen ayni sira ile
gerceklesmistir. Ancak manda sitinde gbézlemlenen sira disi durumu,
genelde dederlendirildigi gibi, protein icerigine baglamak pek dogru
degildir. Koyun sitlniin, protein igerigi en yliksek tir olmasina karsin,
inek ve kegi sutlinden goérece kisa bir rennetlenme slresine sahip
oldugu belirlenmistir. Bu durum, rennetlenme slirecinin protein
derisiminin yani sira, proteinlerin fiziksel ve kimyasal karakteri

tarafindan da denetlendigi sonucunu akla getirmektedir.

Inek sutiiniin gdrece yavas bir enzimatik faz izlemesi, gérece dusik
protein derisiminin sonucu olarak degerlendirilebilir gibi gériinmektedir.
Miseller arasi mesafenin uzun olmasi sonucu disinda bir degerlendirme

de pek olasI gérinmemektedir.

Ayrica protein derisiminin yUksek olmasi, hidrofobik ylzey kisimlarinin
da daha fazla sayida olacagi anlamina gelmemektedir. Nitekim %3,5
protein iceren inek sutid 96 birim hidrofobik kisma sahipken; %05,5
protein iceren koyun sttd 50 birim hidrofobik kisim icermektedir. Bu
durum, koyun siUtd kazein misellerinin gbérece kompakt bir yapiya
evrildigi ve hidrofobik kisimlarin bu yap! icerisine gémult oldugu, ya da
bu yapinin organizasyonunda kullanildigi kanisini dogurmaktadir. Koyun
sdtinin daha kompakt bir misel yapisina sahip olmasinin, inek sttlne
gbére daha hizli enzimatik, ancak daha yavas flokulasyon slrecine sahip
olmasini da aciklayabilecegi kanisi dogmustur. Daha kompakt misel
yapisi, daha kisa “collision” mesafesi ve enzimin daha suratli
calisabilecegi sonucunu da getirebilir.Ancak hidrofobik kisimlarda

Fmax/[P] sayisindaki distkltigin, beraberinde hidrofobik baglanmalarin

48



hakim oldugu floklilasyon silirecinin uzamasina neden olabilecegi
distnidlmektedir. Toplam rennetlenme silreci agisindan inek ve koyun
sutl arasinda 6nemli bir farklilik gérinmese de, yukarida aciklanan faz
farklihklarinin, jelin reolojik yapisinda farkhliga neden olabilecegi

duasundlebilir, ancak bu baska bir arastirmanin konusudur.

Inek sitl ile karsilastirildifinda, keci sitiinin inek sitiine en yakin
hidrofobisite parametrelerine sahip olan tir oldugu gorilmektedir (Bkz.
Cizele 4.3). Aradaki farkhihigin nedeni koyun sitld icin yapilan
aciklamalar ile uyumludur. Yukarida aciklanan farklilik, belirli dlglde
inek ve keci sutl arasindaki farkhliklar igin de kismen gegerlidir. Ancak
keci sttlinln protein yapisi bu tez kapsaminda acgiklanamamis olmakla
beraber, misel yapisindaki farkhliklar enzimatik fazin ve toplamda
rennetlenme suresinin inek sutindekinden daha kisa olmasina neden
olmus olabilir [43]. Keci sutl ile inek sttlu arasindaki ayni olgu, cok

belirgin bicimde manda sutul icin de gegerlidir.

Tez kapsaminda uygulanan koagtlilasyon denemesinde, yontem geregi,
floklle ve koaglle olan kazein misellerinin artan kutleleri nedeniyle,
uygulanan santrifij kuvvetinin etkisi sonucu presipitatta toplanma
edilimi gozlenmistir. Incelenen presipitatlarda, rennetlenme siirecinde,
zamana badli olarak presipitatlardaki protein ve hidrofobisitesi
degerlendirilmistir. Teorik olarak flokile ve koagiile olan misel yapi, bu
slirecleri protein-protein baglanmalari ve hidrofobik baglanmalar ile
gerceklestirmektedir [54]. Dolayisiyla, sutin protein vyapisi ve
hidrofobisitesine bagl gerceklesen ve arta kalan hidrofobik kisimlarin
sayisi (baglanan ANS derisimi) bir dederlendirme yapma olanadi
saglayacagi disuntlmustir.

Rennetle koagilasyon slirecinde elde edilen presipitatlarin ANS baglama
edilimi Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’ de verilmistir. Slireg, baglanmadan
arta kalan hidrofobik kisimlarin sayisi (ANS partitisyonu) acisindan

degerlendirildiginde, yine en kisa rennetlenme siresi manda sitiinde

49



gozlenmis, onu keci, koyun ve inek sitl izlemistir. Bu degerlendirmede

protein derisimleri arasindaki fark elimine edilememektedir.

Rennetlenmenin enzimatik fazinin goérece hizli gézlemlenmesinin bu
parametre agisindan dederlendiriimesi, protein partitisyonu ile yapilan
degerlendirmeden kismen farkli olmak durumundadir. Clnki sirecte
zamana bagdli ANS baglanabilecek “port” sayisinin degisimi, bir anlamda

flokllasyona acik bélgelerin derisimini nitelemektedir.

ANS partitisyonu acisindan inek sutd ile koyun sutinde gbézlenen kinetik
veriler, protein partitisyonunun degerlendiriimesiyle elde edilen
verilerden farkhlik gbdstermekle beraber, ayni edilimler goézlenmistir.
Hidrofobik portlarin agregasyonu slirecinde gozlemlendigi bu deneme
sonuglar da inek sttl ve keci sttl arasinda belirgin bir farklik ortaya
koymustur. Kabaca ayni protein derisimi ve hidrofobik yapiya sahip olan
inek ve Kkegi sutleri, rennetlenme slrecindeki ANS partitisyonu
degerlendirildiginde de benzer sonuglar vermis ve keci st inek sitline

gore daha hizli bir rennetlenme slreci sergilemistir.

Bu tez kapsaminda incelenen sutler igerisinde, tim verileri géz 6nlne
aldigimizda bir “rennetlenme performansi” degerlendirecek olursak,
manda sidtd en yuksek rennetlenme performansini sergileyen tir
olmustur. Onu sirasiyla kegi, koyun ve inek sditleri izlemistir. Ancak
koyun satu protein derisimi ve niteliklerine goére inek sttline en yakin
rennetlenme kinetigini izlemistir. Rennetlenme slirecinde, siire agisindan
yapilan bu dederlendirmenin, reoloji agisindan da izlenmesi zorunludur.
Bu kosulda daha anlamli bir sonuca ulasmanin mimkin olacadi

disidnltlmektedir.
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EK 1. Rennetlenme slresi boyunca

koyun sitiinden zamana karsi elde edilen presipitatlarda protein dagilimi egrisi
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Ek 2. Rennetlenme siiresi boyunca inek siitiinden zamana karsi elde edilen presipitatlarda ANS baglanma egrisi
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Ek 3. Iinek siiti protein standartlari ve inek sitiine ait RP-HPLC kromotogramlari
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Ek 4. Inek siitiine ait RP-HPLC kromotogrami

mALl
175
150
125—3
100
75
50

25 4

I WD A, ifavelength=220 nm (FROT- 5 ASHODEST .0

alfa-kazein

N

kappa-kazein

16.991
17 576
15583

18.736

L)
[y]

beta-kazein

/

21.840

beta-lg B

beta-lg A

20 26 min

62



Ek 5. Koyun sitine ait RP-HPLC kromotogrami
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Ek 6. Keci sitine ait RP-HPLC kromotogrami

1 vAnDt A, Wavelength=220 nm (PROT-S% 0 ASHOOZS0.00

T
mAl alfa-kazein beta-kazein
iy
3 beta-lg B
ur} /
]
y ),
150 A
J o X
- —
G %
T
- & ia ﬁ beta-lg A
100 - & o &
. kappa-kazein —» @ /
1 =
- =] .
a0 - % o E
. ™ o &
b q ok - g0 5
] . - Cu] oo =]
noz =] ) = o
- T a M o o b
0 E - 7
-0
| | | | |
a i 10 15 20 5 min

64



Ek 7. Manda sitine ait RP-HPLC kromotogrami
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Ek 8. Rennetlenme sliresi boyunca inek sttlinden elde edilen presipitatlara ait kromotogramlar (3.dk, 30.dk,
90.dk)
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Ek 9. Rennetlenme sliresi boyunca koyun sttlnden elde edilen presipitatlara ait kromotogramlar (3.dk,
30.dk, 90.dk)
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Ek 10. Rennetlenme slresi boyunca keci stutinden elde edilen presipitatlara ait kromotogramlar (3.dk, 30.dk,
90.dk)
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Ek 11. Rennetlenme slresi boyunca manda sttlinden elde edilen presipitatlara ait kromotogramlar (3.dk,
30.dk, 90.dk)
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