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OZET

Insan beslenmesinde olduk¢a onemli bir yer tutan siit ve siit iiriinlerinin tiiketimi protein
alerjisi nedeniyle basta ¢cocuklar olmak iizere bazi insanlar i¢in endise yaratmaktadir. Ana
kaynagi siit olan alerjen proteinlerin siitiin iirline islenmesi sirasinda uygulanan bazi iglemler
vasitastyla alerjen 6zellikleri azalabilmektedir. Isil islem, enzimle muamele, yiiksek basing
maruziyeti ve bir takim kimyasal uygulamalarin alerjeniteyi azaltmada etkili olabildigi
goriilmektedir. Protein alerjenitesinin azalmasi veya yok olmasi uygulanan islemlerin
proteinin Gzellikle ikincil yapisinda alerjeniteden sorumlu bdlgeler olan epitoplarda
konformasyonel degisiklikler meydana getirmesi ile gerceklesmektedir.

Sunulan bu yiiksek lisans tezi ile siit tirlinleri olan peynir ve yogurtta, isleme esnasinda
uygulanan 1s1, enzim ve fermantasyonun siitte bulunan alerjen proteinler {izerine etkisi
incelenmistir. Ik olarak Bradford yontemi kullanilarak siit iiriinlerine ait 6rneklerdeki
protein miktarlar tespit edilmistir. Daha sonra poliakrilamid jel elektroforezi ve kapiler
elektroforez yardimiyla 6rnek numunelerin protein profilleri belirlenmistir. Is1, enzim ve
fermantasyon gibi islemlerin ardindan alerjen protein fraksiyonlarindaki yapisal
degisiklikler kizilotesi spektroskopi ile incelenmistir. Siit ve iriinlerinde uygulanan bu
islemlerle alerjen protein iceriginde ve yapisinda degisimler meydana geldigi tespit

edilmistir.
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ABSTRACT

The consumption of milk and milk products, which have great significance in human
nutrition, may cause concerns for some people, especially children, due to protein allergy.
Allergen properties of milk-based proteins can be reduced by some processes applied during
the processing of milk. Heating process, enzyme treatment, exposure to high pressure and a
number of chemical applications can be seen as effective in reducing allergenicity in milk.
Reduction or elimination of protein allergen may ocur due to the conformational changes in

the epitopes responsible for allergenity in the secondary structure of the protein.

In this thesis work, the effect of heat, enzyme and fermentation on the structure of allergen
proteins was investigated. The amounts of protein in various samples collected from
different stages of dairy production were determined by Bradford method. Protein profiles
of the dairy samples were then determined by polyacrylamide gel electrophoresis and
capillary electrophoresis. After heat, enzyme and fermentation processes, structural changes
of proteins were determined by infrared spectroscopy. With these processes applied in milk
and dairy products, the changes in content and structure of allergen protein were determined.
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SiIMGE VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.
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Ul Ulusal marka yogurt 1
U2 Ulusal marka yogurt 2
Y1 Yerel marka yogurt
El Ev Tipi Yogurt

ul Mikrolitre

rpm Round Per Minute

g Gram

mli Mililitre

°C Derece Santigrat
Kisaltmalar Aciklama

B-Lg beta-laktoglobulin
a-La alfa-laktalbumin

CN Kazein

Kk-CN Kappa Kazein



SDS-PAGE
CE
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BSA
IgE
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ELiSA
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TEMED

FT-IR
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TGS

kDa

Sodyum Dodesiilfat Jel Elektroforez
Kapiler elektroforez

Inek Siitii Alerjisi

Sigir Serum Albumin
Immunoglobulin E

Inek Siitii Protein Alerjisi
Enzym-Linked Immunosorbent Assay
Karboksimetil dekstran

Megapaskal

Laktik Asit Bakterileri

High Performance Liquid Chromatography
Tetrametil-etilendiamin

Fourier Transform Infrared

Kizil 6tesi

Peyniraltisuyu protein izolat
Peyniraltisuyu protein konsantrati
Ultra High Teknology

Peynir Alt1 Suyu

Amonyum Persiilfat

Tris,glisin,SDS

Kilo Dalton

Xi









1. GIRIS

Inek siitii yiiksek besleyici degere sahip olmakla beraber en yaygin alerjen gida
iiriinlerinden biridir. Ozellikle ¢cocuklar {izerinde etkili olan siit alerjisi gastrointestinal sistem,
solunum sistemi ve cilt tizerinde gesitli semptomlarla ortaya ¢ikar. Biiyiik ¢cogunlukla yasamin
ilk yillarinda ortaya ¢ikmasina ragmen bu alerjiye sahip olan ¢ocuklarin bir kismi ilerleyen
yaslarda da siit {iriinlerine kars1 alerjik olarak kalabilmektedir [1]. inek siitiiniin i¢erdigi ana
alerjen proteinler kazein (CN), beta-laktoglobulin (B-Lg) ve alfa-laktalbumin (a-La)’dir [2].
Islenmis bir¢ok gida iiriiniinde siit ve siit proteinleri bulundugundan siit iiriinleri tiiketmeyerek
siit alerjisinden korunmak cok gercekci degildir. Bununla birlikte, siit iiriinleri tiiketmemek
ozellikle gelismekte olan c¢ocuklarda bircok faydali besin 6gesinden mahrum kalabilmek
anlamma da gelmektedir. Bu konu iizerine yakin zamanda yapilan bazi ¢alismalarda edinilen
bulgular, bir takim isleme teknikleriyle siitlin alerjen protein igeriginin azaltilarak siit alerjisini
kontrol etmenin miimkiin olabilecegini gostermektedir [1]. Bu kapsamda, sunulan ¢aligmanin
amaci slitte ve en ¢ok tiiketilen siit iirlinleri peynir ve yogurtta alerjen protein fraksiyonlarinin
incelenmesi ve proses esnasinda uygulanan 1s1, enzim etkisi, fermentasyon gibi bir takim
islemlerin bu protein fraksiyonlarina olan etkisi ve buna bagl olarak alerjeniteyi azaltmada ki
etkinliginin arastirtlmasidir. Usak ilinde bulunan ulusal bir siit tirtinleri firmasi olan Muratbey
Gida Sanayi ve Ticaret A.S.’den liretim sirasinda farkli asamalarda temin edilen siit ve peynir
orneklerindeki, protein profilleri elektroforetik yontemlerle taranmis, akabinde alerjen
proteinlerde yapisal degisiklikler spektroskopik bir yontemle incelenmistir. Calismada
kullanilan kapilar elektroforez yontemi alerjen protein fraksiyonlarinin igleme sirasindaki
degisiminin tespiti ile yiiksek hassasiyetle, hizli ve ekonomik olarak sonuca ulagma noktasinda

hedeflenen basariy1 yakalanmistir.



Siit ve siit irtinleri lilkemizde ve diinyada en ¢ok kullanilan besin gruplar: arasinda en
tist siralardadir. Tiiketicinin islenmis siit tiriinlerine ilgisi yiiksek olmakla birlikte 6zellikle
cocuklar i¢in kullanim1 yukarida belirtildigi gibi alerji endisesi tagimaktadir. Literatiirde siit
triinlerinde alerjinin tanimlanmasi ve azaltilmasi ile ilgili olarak sinirli sayida calisma
bulunmaktadir. Siit alerjisi konusunda en c¢ok calisma insan sagligi iizerindeki etkileri ve
viicudun immunolojik reaksiyonlar1 anlaminda tibbi literatiirde bulunmaktadir. Oysaki en ¢ok
tercih edilen ve beslenme agisindan en 6nemli kaynaklarimizdan biri olan siit {irtinlerinin alerji
riskinin iirlin igerigi bakimindan detayli bir sekilde tanimlanmasi olduk¢a biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Bu calisma bulgulartyla giincel literatiirde 6zellikle insan saglig1 agisindan ele
alinarak tanimlanan inek siitii alerjisinin islenmis siit lirtinleri tizerinden tanimlanmasi, ilgili
literatiire de katki saglanmasi ve 6zellikle bebek ve ¢ocuklara yonelik diisiik alerjeniteye sahip

yeni liriin gelistirme yoniinde bir altyap1 olusturmada 6nemli katki saglamas1 dngoriilmektedir.



2.INEK SUTU PROTEIN ALERJISI

Gida alerjisi diinyada beslenme konusundaki 6nemli problemlerden biri olup yetiskin
niifusun %2 sini ¢ocuk niifusunun %38 ini etkiledigi belirtilmektedir [3]. Alerjen etkisi en yiiksek
gidalar inek siitii, yumurta, balik, soya, findik ve fistik olmakla beraber, bunlarin i¢inde inek
siitii alerjisinin (ISA) en yaygin gériilen protein alerjisi oldugu rapor edilmektedir [4, 5]. inek
stitii yiiksek besleyici degerinin yaninda, ayn1 zamanda en yaygin gida alerjenlerinden biridir.
Bebeklik doneminde biiyiik miktarlarda karsilagilan ilk antijen kaynagi olan inek siitliniin
onemli alerjenleri B-laktoglobulin, a-laktalbiimin ve kazeinlerdir [6]. Sigir serum albiimini
(BSA) ve hatta laktoferrin (iz miktarlarda mevcut) gibi diger proteinler de potansiyel
alerjenlerdir [4, 7]. inek siitii ve insan siitii arasindaki protein kompozisyonundaki farkliliklar,
bebeklerin inek siitii alerjisine olan duyarhiliklarmi agiklamaktadir [8]. Immiinolojik
materyallerin igerigi insan siitiinde inek siitlinden daha yiiksektir, bu da bebeklerin bagigiklik

fonksiyonlarini artirabilir ve siit alerjisini 6nleyebilir [9, 10].

ISA, kiigiik cocuklarda en sik goriilen gida alerjisidir ve yeni dogan bebeklerin yaklasik
% 2 ila % 7.5'ni etkiler. Cocuklarin ¢ogu inek siitii alerjisini 3-4 yasina kadar asmaktadir;
bununla birlikte, IgE aracil1 Inek Siitii Protein Alerjisi (ISPA) 'l bebeklerin % 15', duyarliligini
ikinci on y1lda muhafaza etmektedir [3]. ISPA semptomlar1 hemen ortaya ¢ikabilir veya orta ila
biiyiik miktarlarda inek siitii veya bebek mamasi1 alindiktan sonra birkag saat veya birkag giin
sonra baglayabilir. Gastrointestinal, respiratuar ve kutandz ve sistemik anafilaktik semptomlar
da dahil olmak iizere ISPA ile genis spektrumlu klinik belirtiler kaydedilmistir [4]. Klinik
semptomlar ayr1 veya birlikte calisan gecikmis reaksiyonlar1 igerir. Aninda reaksiyonlar
cogunlukla IgE kaynaklidir. Deri, bagirsak veya solunum yolu semptomlarina yol acar ve bazi

durumlarda anafilaktik reaksiyona neden olur [5].



Bugiin inek siitii, bir bebegin diyetine katilan ilk gidalardan biridir ve bu nedenle erken
cocukluk doneminde gida alerjisinin ilk ve en yaygin nedenlerinden biridir. Aslinda, “alerjik
Mart” terimi, ¢ocuklarda solunum alerjisinin daha sonraki gelismesinden O6nce goriilen tipik
gida alerjisi goriiniimiinii agiklamaktadir [6]. ISA prevalansi, ¢alisilan popiilasyonlarin yaslart
arasinda tanm1 veya farkliliklar i¢in kullanilan farkli yontemlere atfedilebilen calismalarda
dramatik olarak degismektedir [7]. Ayrica, cografi faktorler yayginlik oranlarini etkileyebilir.
Genel olarak, inek siitiine kendiliginden bildirilen advers reaksiyonlarin sikligi, sadece
cocuklarda degil, yetiskinlerde de tibbi olarak dogrulanmis tanilardan ¢ok daha yiiksektir[8].
Gilintimiizde okul 6ncesi ¢ocuklarin % 0,6—2,5'inin, daha biiyiik ¢ocuk ve ergenlerin % 0,3"{iniin
ve yetigkinlerin % 0,5'inin ISA' dan mustarip oldugu bildirilmektedir [8]. ISA prevalansi
artmaktadir; bu, emzirmenin azalmasi ve inegin siit bazli formiilleri ile beslenmenin artmasi ile
aciklanabilir[9]. Bir ¢aligmada alerjik bebeklerin, % 45-50'sinin 1 yilda, % 60-75'inin 2 yilda
ve % 85-90'min 3 yasinda alerjinin etkinliginin azaldigr bildirilmektedir [10]. Her ne kadar
baska bir ¢aligma bu sayilari tam olarak dogrulayamadigi ve tolerans gelisiminin zaman siirecini
teyit etmesine ragmen, ISA' nin gocuklarin % 19' unda 4 yasina, % 42' sinde 8 yasina, % 64'
tinde 12 yasinda ve % 79' da 16 yasina kadar devam edebilmektedir [11]. Klinik tolerans
gelisiminin  altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir. Toleransin
gelistirilmesinde cesitli faktorler yer alabilir. Kaginma, Ig' nin diizenli inek siitii tiiketimi ve /
veya esas olarak konformasyonel epitoplara karsi IgE antikorlarin varligina bagl olarak 19G
antikorlarinin gelismesi ve ardigik epitoplara karsi degil, IgE antikorlarimin bir disiisiini
icerebilir [12, 13].

Sigir ve insan siitiiniin protein bilesimi arasinda bazi benzerlikler bulunurken, insan
bagisiklik sistemi tarafindan yabanci olarak taninmasi i¢in inek siitii proteinleri i¢in yeterli
kapsam saglayan protein tiirleri ve homolojileri arasinda 6nemli farkliliklar vardir [14, 15].
Cogu insanda bagisiklik sistemi siit proteinlerini zararsiz olarak taniyabilir ve onlari tolere
edebilir. Bununla birlikte, alerjik kisilerde bagisiklik sistemi siit proteinlerine duyarli hale gelir
ve zararhi bir iltihap tepkisi olusturur. Talihsiz bir azinhigin ISA gelisimi nedenleri iyi
anlasilamamustir. Kalitsal bir yatkinlik var gibi gorinmektedir, ancak alerjinin fenotipik ifadesi,
genetik ve cevresel faktorler arasindaki karmasik etkilesime baglhidir [16] ve duyarliligin temel

mekanizmalar1 belirsizligini korumaktadir. Buna karsilik, siitte alerjenik belirleyicilerin sayisi



ve dogast hakkinda anlayisimiz hizla gelismektedir. Hem alerjinin hem de siitte tetikledigi ve
alerjik bireylerde bu tetikleyicilere verilen bagisiklik yanitlariin ¢ok yonlii oldugu
bilinmektedir. Ornegin, inegin siit proteinleri kazein ve peynir alt1 suyu proteinleri de dahil
olmak iizere, alerjik yanitlarda rol oynamaktadir [14]. Bir dizi siit proteininin epitop
haritalamasi, hem antikor iireten B hiicreleri hem de hem antikor hem de hiicre aracili immiin
tepkilerini yonlendiren T hiicreleri i¢in her protein iginde birden fazla alerjenik epitop ortaya
cikarmustir [15, 16, 17]. Ek olarak, belirli proteinler ve tepki verdikleri epitoplar i¢in alerjik
bireyler arasinda dikkate deger bir heterojenlik vardir [14]. Siit proteinlerinin daha fazla epitop
haritalamas1 icin bir alan olmasina ragmen, siitte antijenik belirleyicilerin karmasikligi, secici
olarak ortadan kaldirmaya yonelik zorlugun oOlgiisii oldugu gibi halihazirda agikga
goriilmektedir [18].

Yetistirme testlerine veya laboratuvar prosediirlerine gére inegin siitiinde tek bir ana
alerjen tanimlanmamustir [19]. Gergekten, klinik meydan okuma testleri cogu ISA hastasinin
inek siitiiniin birka¢ protein fraksiyonuna tepki gosterdigini ve her bir alerjen proteinin,
molekiiller boyunca yaygin olarak yayilan birka¢ epitopa sahip olabildigini gostermektedir.
Cocuklarda alerjik reaksiyonlarda yaygin olarak rol oynayan inek siitii proteinleri, kazeine ek
olarak alfa-laktaloumin ve beta-laktoglobulin fraksiyonlari ile peynir alti suyu proteinleridir
[20, 21]. Yetigkinlerde, baskin alerjen CN olup, peynir alt1 suyu proteinlerine kars1 duyarlilik
ise nadirdir. Alerjenik inek siitii proteinlerinin biyokimyasal o6zelligi Cizelge 1.1' de
bildirilmistir. Giiniimiizde siit alerjen analizleri genellikle enzim baglantili immiinosorbent testi
(ELISA) gibi immiino-test yontemlerine dayanmaktadir [22]. Ticari test kitleri CN, B-Lg veya
total siit proteinlerinin belirlenmesi i¢in kullanilabilmektedir [23]. Bu kitlerin giivenilirligini ve
tekrarlana bilirligini degerlendirmek i¢in laboratuvarlar arasi ¢alismalar yapilmistir [24]. Baz1
siit proteinleri i¢in antikor c¢apraz reaktivite bildirilmistir [25]. ELISA tespit sonuglarini
dogrulamak ve bildirilmemis siit alerjenlerinin tespit spesifitesini gelistirmek i¢in dogrulayici
testler gereklidir. Son birkag on yildir, kiitle spektrometrisi, peptitlerin ve proteinlerin
tanimlanmasi i¢in baskin bir teknoloji haline gelmistir. Protein tanimlanmasi i¢in kullanilan
birincil akim yaklagimlari yukaridan asagiya [26, 27] ve asagidan yukariya [28] dizilimdir.

Yukaridan agagi siralama, bozulmamisg proteinin gaz fazina sokulmasini igerir. Protein, gesitli



teknikler kullanilarak protein molekiiler agirliginin ya da pargalanma modelinin 6lgiilmesiyle
tanimlanir [29].

Inek siitiinde bulunan proteinler, siitiin islenmesi sirasinda birgok mekanik, 1s1l,
kimyasal ve enzimatik isleme maruz kalirlar. Bu islemlerin proteinde yapisal degisiklige neden
olabilecegi dolayisiyla alerjik potansiyelini degistirebilecegi literatiirde cesitli caligsmalarda

rapor edilmistir [12,13,14,15,17]. Bununla ilgili detayl: literatiir analizi asagida verilmektedir.

Cizelge 2.1. Inek siitii proteinlerinin temel 6zellikleri [20]

Inek siitii Toplam A Amino
proteinleri | Protein Alerjenite [protein pl Asit
(kDa)
%100 % Kalintis1
as1-Kasein Major 32 26,60 49-50 199
Kazein as2-Kasein Major 10 25,2 52-54 207
(%80) B-Kasein Major 28 24 51-54 -
k-Kasein Major 10 19 54-56 169
a-Laktoalbumin Major 5 14,2 4,8 123
Peynir alti . .
p-Laktoglobulin  Major 10 18,3 53 162
suyu :
Y ) _ | Immunoglobulin - 3 150 - -
proteinleri
BSA - 1 66,3 49-51 582
%20
Laktoferrin - belirti 80 8,7 703

2.1. isleme Yéntemlerinin Protein Alerjisine Etkisi

Siit alerjisini ortadan kaldirmak i¢in bu alerjenleri yok etme veya azaltma stratejileri
konusunda hali hazirda cesitli arastirmalar yapilmaktadir. Isil islem, glikoz reaksiyonu, yiiksek
basing, enzimatik hidroliz ve laktik asit fermantasyonu gibi bir takim yontemlerin, temel isleme
teknolojilerinin, igleme kosullarinin optimize edilmesinin inek siitii protein alerjenlerinin

azaltilmasina nasil yardimci olabilecegi arastirilmaktadir. Isitma, ¢ogu siit {irliniiniin imalatinda



onemli bir siirectir. Isitma iglemleri sirasinda, denatiirasyon, agregasyon ve diger molekiillerle
olan Maillard reaksiyonu gibi proteinlerde 6nemli yapisal ve kimyasal degisiklikler meydana
gelir. Bu degisiklikler, siit protein alerjenlerinin antijenikligi iizerinde onemli etkilere sahip
olabilir. Inek siitii proteinleri arasinda 1s1ya dayaniklilik, kazein, immiinoglobulinler (Ig), sigir
serum albiimini (BSA), B-Lg, a-La sirasina gore azalmaktadir [17]. Bir ¢alismada, 120 °C' de
15 dakika uygulanan 1sil iglemin sigir kazeinin antijenikligini etkilemedigi ancak BSA 70°C ila
80 °C' de veya 100 °C'de antijenikliklerini kaybettikleri rapor edilmistir [12, 13]. Yaklasik 15
dakika boyunca 80 ve 100 °C'de 1s1l islemin B-Lg ve BSA ile IgE fiksasyon kapasitesinde bir
diisiis yarattigini fakat a-La ve kazeinler i¢in herhangi bir degisiklik olusmadigini tespit etmistir
[14]. Bununla birlikte B-Lg ¢6zeltisini veya siitii 72 °C'de 1sittiktan sonra B-Lg'nin IgE baglanma
kabiliyetinde yalnizca hafif bir diisiis tespit etmis, buna karsilik ELISA inhibisyon ¢alismalari
ile 90 °C'de belirgin bir diisiis tespit edilmistir [15]. Bir diger ¢alismada, a-La ve B-Lg' nin
antijenikliginin 50 °C'den 90 °C'ye yiikselen sicaklik arttik¢a arttigini fakat her iki proteinin
antijenikligi 90 °C'nin {izerinde belirgin bir sekilde diistiglinii gézlemlemislerdir [16]. Farkli
bir ¢alismada, 120 °C' de 20 dakika isleme tabi tutuldugunda, a-La' nin antijenikligi, muamele
edilmemis numunenin baslangi¢ degerine kiyasla % 25 azalmistir. Peynir alt1 suyunun protein
antijenliginin 50 ila 90 ° C arasinda artmasini, 1s1 denatiirasyonu sirasinda konformasyonel
yapinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle dogal molekiil icine gdmiilmiis alerjenik epitoplarin
maruziyetinden kaynaklanmasiyla agiklamislardir [17]. Ayrica 1siyla denatiire edilmis B-Lg'
nin, dogal halde bulunmayan bazi yeni epitoplar sergiledigi de gosterilmistir [18]. Farkli bir
calismada 90 °C' nin iizerindeki antijenite azalmasi, siilfhidril/disiilfid degisimi ve ardindan
toplama yoluyla molekiil yiizeyine maruz birakilan konformasyonel epitoplarin imhasi veya
maskelemesinden kaynaklanabilecegi rapor edilmistir [17]. Isitmanin siit proteinlerinin
alerjenitesi lizerindeki etkisi, ¢esitli in vivo ¢aligmalarla da arastirilmistir. Yapilan bir calismada
1styla denatiire olmus B-Lg’ nin (90 °C, 30 dk.) siganlarin gastrointestinal mukozasinda dogal
B-Lg' den daha yogun lokal immiinolojik reaksiyona neden oldugunu gostermistir [19]. Yiiksek
151 (pisirme), muhtemelen 1s1ya direngli proteinlerin konformasyonunu degistirecek ve boylece
alerjenik epitoplari yok ederek ¢esitli gida proteinlerinin alerjenitesini azaltacaktir [20].
Maillard reaksiyonu yoluyla indirgen sekerlerle konjligasyon, proteinlerin fonksiyonel

ozelliklerini gelistirmek icin etkili bir ara¢c olmakla beraber gida protein alerjenitesini



maskelemek i¢in de umut verici bir yontem gibi goziikmektedir [21, 22, 23]. B-Lg' nin
karboksimetil dekstran (CMD) ile konjugasyonunun, bu proteinin emiilsiyon yapma
Ozelliklerini, gelistirilmis termal kararlii@i ve diisik immiinojenikligi gelistirdigi rapor
edilmistir [24, 25]. Maillard reaksiyonu ile siit protein alerjenitesinin azaltilmasi, proteinlere
konjuge edilen sakkaritlerin miktarina ve sakkaritlerin molekiil agirligima bagli oldugunu
belirtilmis, yiiksek sakkarit igerigine sahip B-Lg-CMD konjiigatlarinin, farelerden antiserum
kullanarak yapilan ELISA' nin degerlendirmesi yoluyla belirgin diisiik immiinojenisite
gosterdigini bulmustur [26]. Siit proteinlerinin antijen 6zelliklerinin modifikasyonu, reaksiyon
kosullar1 ve Maillard reaksiyonunun derecesi ile de iligkili oldugu da literatiirde belirtilmistir
[27, 28].

Yiiksek basing, gida iiretiminde yeni isleme tekniklerinden biridir. Yiiksek basingh
islem siit proteinlerinde denaturasyon ve agregasyon olusumu gibi yapisal degisikliklere neden
olabilecegi gibi buna bagli olarak siit proteinlerinin alerjenik potansiyelini de etkileyebilir [29].
Farkli sicakliklarda (30-68 °C) yapilan yiliksek basing isleminin (200-600 MPa), peynir alt1 suyu
cozeltisi ve yagsiz siitte B-Lg' nin antijenitesini artirabildigini rapor edilmistir [17]. Bir baska
caligmada, B-Lg ‘nin 200 ve 400 MPa' da yiiksek basing uygulanmasi, B-Lg-spesifik 1gG' sine
olan baglanmayi arttirmis ve alerjik hastalardan IgE' ye baglanmay: etkilemedigi goriilmustiir
[30]. Bununla birlikte yiliksek basing ile indiiklenen proteinlerin konformasyonundaki
degisiklikler enzimatik sindirimi daha kolay hale getirebilecegi ifade edilmektedir. B-Lg,
yiiksek basing altinda gesitli enzimler tarafindan etkili bir sekilde hidrolize edilebilir [31, 32].
Yiiksek basing altinda B-Lg' nin enzimatik islem sonucu elde edilen hidrolizatlar1 azalan
antijenite ve IgE baglanmasini gostermistir [4, 33, 34]. Peynir alt1 suyu proteinlerinin hidrolizi
tizerinde tripsin, kimotripsin ve pepsin ile yapilan yiiksek basingli islemin (100 ila 300 MPa)
etkisinin incelendigi bir arastirmada enzimlerin se¢imine bagl olarak, yiiksek basingli peynir
alt1 suyu protein hidrolizini gliglendirdigini ve hidrolizatlarin antijenikligini azalttigini gosterdi
[34]. Bir bagka calismada, sirasiyla enzimatik hidroliz oncesi veya sirasinda yiiksek basing
islemi (300 MPa) ile kombine edildiginde, Corolase ve Notraz ile elde edilen sigir peynir alt1
suyu protein hidrolizatlarinin antijenikliginin énemli 6lgiide azaldigi gosterilmistir [35]. Bu
anlamda, siit proteinlerinin hidrolizi sirasinda yiiksek basing kullanilmasi, hipoalerjenik peynir

alt1 suyu hidrolizatlarinin tiretilmesi i¢in etkili bir strateji olarak degerlendirilebilir.



Alerjeniteyi azaltmak i¢in, proteinler enzim hidroliziyle kiiglik peptit molekiilleri ve
amino asitler haline donistiriilebilir. Proteolitik enzimler hayvan, bitki ve mikrobik
organizmalarda yaygin olarak bulunur. Hidroliz islemi esnasinda, enzim tipleri, hidroliz modeli
ve hidroliz derecesi farkliliklari, hidrolizatin peptit bilesimi ile enzimatik iglemin antijeniteye
etkisi tanimlanabilir. Peynir alt1 suyu proteininin antijenitesinin tripsin ile hidroliz yoluyla
diisiiriilebilecegi belirtilmistir [36]. Papain ve nétrase veya alkalaz, proteaz S' nin hidrolizde
proleathe kombinasyonunun, tek enzimle karsilastirildiginda peynir alti suyu proteininin
alerjenikligini azaltmada daha etkili oldugunu gosterdi [37]. Baska bir ¢alismada, "iki adiml1"
alkalaz-papain hidroliz igleminin, alerjik epitoplar hala mevcut olmasina ragmen, inek siitii
peynir altt suyu proteininin immiinreaktivitesini azaltmada olduk¢a etkili oldugunu
gosterilmistir. Alkalaz ile hazirlanan peynir alt1 suyu protein konsantresi hidrolizatlarina papain
ilavesinin, elde edilen tiriiniin duyusal 6zelliklerini degistirdigi rapor edilmistir [38]. Bununla
beraber, alkalaz ile elde edilen peynir altit suyu protein konsantresi hidrolizatlarinin
antijenitesinin, hidroliz kosullarinin (pH, sicaklik ve enzim-substrat orani) optimizasyonu ile
etkili bir sekilde azaltilabildigi de belirtilmistir [39]. Proteinin enzimatik sindirimi yeni antijenik
maddeler iretebilir [40]. Yapilan bir ¢alismada triptik hidrolizin B-Lg' nin alerjenitesini
korudugu ve hatta arttirdigin1 gostermislerdir [41]. Cok sayida epitopun B-Lg molekiilii boyunca
dagildigini belirterek bunlarin, molekiiliin hidrofobik kisimlarinda yer alabilecegini ve proteinin
dogal konformasyonunda IgE antikorlari icin erisilmez olabilecegini, ancak sindirim
slireglerinden sonra biyolojik olarak kullanilabilir hale gelebilecegini belirtmislerdir [41].
Kismen hidrolize edilmis formiiller, risk altindaki bebeklerde inek siitii alerjisinin 6nlenmesinde
yararli olabilir [42]. Hidrolizden sonra elde edilen peptitlerin molekiiler agirligi, alerjenitenin
arastirilmasi i¢in siklikla analiz edilmektedir. Bunun ig¢in ultrafiltrasyon ve kromatografik
yontemler kullanilmaktadir [43, 44, 45, 46].

Proteolitik enzimler fermantasyon sirasinda laktik asit bakterileri (LAB) ile tiretilebilir.
Siit proteinlerinin  Lactobacillus fermantasyonu ile hidrolizi siit sindirimi ve biyoaktif
peptidlerin iiretimi {lizerinde Onemli etkilere sahip olabilir. Proteoliz, bazi1 epitoplarin
parcalanmasina ve siit alerjenitesinin azalmasina neden olabilir [47, 48]. Probiyotikler,
bagisiklik sistemini uyarmada ve bagisiklik aracili hastaliklar iizerinde faydali etkilere sahiptir

[48, 49]. Klinik raporlar, yogurt gibi fermente gidalarin diyetle tiiketilmesinin muhtemelen



bagisiklik diizenleme mekanizmasi yoluyla alerjilerin gelisimini azaltabilecegini dnermektedir
[48]. Geleneksel bulgar yogurtlarindan elde edilen 21 Lactobacillus susunun elektroforez ve
RP-HPLC analizleriyle a-La ve B-Lg' ye kars1 farkli proteolitik etkinlik gosterdigi bildirilmistir
[50]. Cesitli calismalar, farkli LAB suslarinin siit proteinlerinin antijenik 6zelliklerini
azaltabilecegini ortaya koymustur. Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus CRL 656, saf -
Lg ve bunun epitoplarini bozarak, alerjik cocuklarin IgE' leri tarafindan taninmasini
azaltabilmektedir [51]. Benzer sekilde, aSl-kazein ve P-kazein' in IgE baglanmasi,
Lactobacillus fermentum IFO3956 ve Lactobacillus helveticus A75" in proteolitik aktivitesi ile
onemli 6l¢iide azalttig1 rapor edilmistir [52, 53].

Sunulan caligmada, siit iiriinlerinde isleme sirasinda alerjen proteinlerin etkilenip
etkilenmediginin tespit edilmesi amaciyla hammadde, ara iiriinler ve son iiriinlerde protein
profilleri incelenmistir. Bu amagla kullanilan protein tanimlama tekniklerine yonelik temel

bilgilere asagida kisaca deginilmistir.
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3. PROTEINLERIN TAYINi VE TANIMLANMASI

Gidalarda protein tayini ve tamimlamasi cesitli ydntemlerle yapilabilir. Ozellikle
islenmis gida triinlerindeki protein miktarlarinin tespiti uygulanan islem kosullarinin besin
degeri yoniinden yiiksek faydali protein icerigine zarar verip vermediginin belirlenmesi biiytik
Oonem tasimaktadir. Bunlari belirlerken gravimetrik&volumetrik, kromatografik, elektroforetik
ve spektroskopik yontemler kullanilabilmektedir. Bu tez c¢alismasinda protein miktarmnin

belirlenmesinin ardindan elektroforez ve infrared spektroskopisi yontemleri kullanilmistir.

3.1. Protein Miktar Tayini

Gida iirtinlerinde bulunan proteinlerin miktarlarinin tayini i¢in Kjeldahl, Bradford,
Lowry, Biiiriet yontemleri kullanilmaktadir. Bunlardan Kjehldahl yontemin ilkesi siitiin
bilesimindeki azotun katalizor ve siilfirik asit varliginda yas yakma yontemi ile amonyaga
dontistiiriiliip, amonyagin amonyumsiilfat olarak tutulmasina dayanir.

Lowry yonteminde alkali ortamda +2 yiiklii bakir iyonu proteinlerdeki peptid baglari ile
bir kompleks olusturur ve +1° e indirgenir. indirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer
alan Tyr, Trp ve Cys aminoasitleri Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek renk olusumuna neden
olur. Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve 660 nm’de
spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Biiiriet Yonteminde alkali ortamda Cu*? iyonlarmin protein ve peptitlerdeki peptit bagi
azotuyla verdigi reaksiyon sonucu olugan mavi-mor rengin 540-560 nm deki absorbansindan
yararlanilir.

Bu tez calismasinda analizlerde kullanilacak siit, peynir ve yogurt 6rneklerinin icerdigi
protein miktarlarinin belirlenmesi amaciyla Bradford yontemi kullanilmistir. Spektrofotometrik
bir yontem olan Bradford yonteminde bir organik boyar madde olan Commassie brillant blue

G-250, negatif yiike sahip bir boya olup proteindeki pozitif yiiklii gruplara baglanabilme
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Ozelligine sahiptir. Kuvvetli bir asitte ¢oziindiigiinde elde edilen kahverengi kirmizi renkte
bulunan bu boya proteine baglandiginda mavi renk olusturmaktadir. Bu mavi renkli boya-
protein kompleksi maksimum dalgaboyu 595 nm’de absorpsiyon piki verir ve bu sayede
ornekteki protein miktari tespit edilir. Bu reaksiyon yiiksek duyarlilikta olup (0.01 — 0.05 mg

protein/ml) tekrarlanabilir ve hizli sonug vermektedir [54].

3.2. Elektroforez

Elektroforez iletken bir ¢ozelti i¢indeki ylikli/yiiksiiz parcaciklarin veya molekiillerin
bir elektriksel alan igerisinde go¢ etmesidir. Proteinler yiiklii par¢aciklar olup ortam pH’ sina
gore pozitif ya da negatif yiiklii olabilme 6zelligine sahiptirler. Buna gore karisim igerisindeki
farkli protein fraksiyonlar1 bir destek ortami iizerinde elektriksel alana maruz kaldiklarinda
agirlik ve yiiklerine gore ilerleyebilmekte ve birbirlerinden ayrilabilmektedirler. Elektroforez
proteinleri molekiiler agirliklar1 ve yiiklerine gore birbirinden ayiran ve tanimlama amach
kullanilan bir yontemdir. Farkli destek ortamlarinin kullanildig: gesitli elektroforez yontemleri
bulunmakla beraber bu c¢alismada SDS-PAGE ve Kapilar Elektroforez yontemleri

kullanilmistir. Bu yontemlere iliskin detayli bilgiler asagida verilmektedir.

3.2.1. SDS-PAGE Yontemi

Proteinler yapilarindaki amino asit ve fonksiyonel gruplara bagl olarak pozitif veya
negatif yiik tagimaktadirlar. Protein molekiiliiniin i¢erdigi bir ¢ozeltiye uygun bir destek ortami
tizerinde bir elektriksel alan uygulandiginda protein net yiikiine ve biiylikligiine bagh olarak
belirli bir hizla hareket eder. Bu yontemde proteinlerin hareket etmesini saglayacak destek
ortami poliakrilamit jeldir. Kullanilan bu jel sentetik bir yapiya sahip olan akrilamit ile akrilamit
tiirevi N-N’-metilen bisakrilamidin polimerlesmesiyle olusturulur ve yiiriitiilecek 6rnekler bu
jel lizerinde hareket eder. Polimerlesme reaksiyonunda bunulan akrilamit molekiilleri diiz
zincirler olustururlar. Bisakrilamit molekiilleri ise iki akrilamit zinciri ile ¢capraz baglanmalar
olusturur. Bu sayede agimsi bir yapt meydana gelir. Polimerlesmenin etkinligi pH, sicaklik,

amonyum persiilfat (APS) ve N,N,N’,N’-tetrametil-ctilendiamin (TEMED) miktarina gore
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farklilik gosterir. Polimerlesmenin serbest radikal olusturabilmesi i¢in APS reaksiyon baslatici,
TEMED ise katalizor olarak gorev alir.

Proteinler, giiclii negatif yiik tasiyan bir deterjan olan sodyum dodesilsiilfat ( SDS)
igeren bir ¢ozelti ile muamele edilir ve SDS proteinlerin hidrofobik kisimlarina baglanarak
protein yapisinin agilmasina, bagli proteinlerin birbirinden ayrilmasina ve ¢ozelti i¢inde
serbestce hareket etmesine neden olur. Ayrica, proteinlerdeki S-S baglarini kirmak icin
betamerkaptoetanol gibi bir indirgeyici ajan kullanildiginda ¢ok alt birimli molekiilleri
olusturan polipeptitlerin analizi miimkiin olmaktadir. Proteinler uygun voltaj uygulanarak
olusturulan elektriksel alanda belli siire ilerleyip her protein molekiilii ok sayida eksi yiiklii
deterjan molekiilii baglar. Bunlar deterjanin gergek yiikiinii orterek voltaj uygulandiginda arti
elektroda dogru ilerlemesine neden olur. Yiikii daha fazla olan biiyiik proteinler daha biiyiik
elektriksel kuvvet etkisinde kaldiklarindan daha hizli ilerlemeleri gerekir. Sonugta karmasik bir
protein karisimi1 molekiiler agirliklarina gore bir dizi belirli protein bantlarina ayrilir. Bu
karigimdaki 6nemli proteinler Coomasie mavisi gibi bir boya ile saptanabilir. Giimiis ya da altin

iceren boyalar kullanilarak daha az (10 ng kadar) protein iceren bantlar da belirlenebilir [55].

3.2.2. Kapiler Elektroforez Yontemi

Kapiler elektroforez (CE), kromotografi ile elektroforezin bilesimi olan bir tekniktir.
Elektroforez, sivi veya yar1 kati bir ortamda, elektriksel yiik ile cozelti igindeki yiikli
taneciklerin belirli bir pH’ da hareket etmesi ve biiyiikliiklerine gore ayrilmalar1 prensibine
dayanir. Akim uygulandiginda ¢6zeltideki maddeler kolon boyunca hareket eder ve aym
zamanda dedektoriin yerlestirilmis oldugu katottan ayrilirlar. Kapiller genelinde uygulanan
potansiyel fark elektroosmotik akis olarak adlandirilir [60]. Elektroforetik harekete, siirtiinme
kuvveti ile elektrostatik kuvvet etki etmektedir. Elektrostatik kuvvet, parcaciklarin sahip
olduklar ylike ve uygulanan elektrik alanla ile orantilidir ve bu kuvvet pargaciklarin sahip
olduklar yiike ters yiiklii olan elektroda dogru hareket etmesini saglar. Negatif yiiklii iyonlar
anoda, pozitif yiiklii iyonlar ise katoda dogru siirtiklenir. Siirtiinme kuvveti ise bu hareketin tam
tersin yonelik bir kuvvet uygulamaktadir. Bu iki kuvvet dengelendiginde iyonik tanecikler

hareket etmeye baslar [61]. Cap1 kiiciik ve yiikii fazla olan molekiillerin mobiliteleri daha
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yiiksektir. Biiyliik capli ve az yiiklii molekiiller ise mobiliteleri daha digiiktiir. Tamponun
pH’indaki degisim ile analitlerin yiikii de degisir, bu nedenle analitlerin elektroforetik

mobiliteleri de degisime ugrar [62, 63].

3.3. Infrared Spektroskopi

Infrared Spektroskopi (IR) gida drneklerinin icerigini olusturan kimyasal bilesenlerin
yapisindaki degisiklikleri belirlemede yaygin olarak kullanilmaktadir. Isil islem ve kimyasal
muamele ile olusabilecek degisikliklerin ve tagsis gibi istenmeyen miidahalelerin tespitinde de
kullanilan bir yontemdir. Bu ¢alismada Fourier dontistimlii (FT) IR spektroskopisi kullanilarak
isleme esnasinda siit Triinlerinde bulunan alerjen proteinlerin yapisal degisiklikleri

incelenmistir. FT-IR yontemine iligkin detayl bilgi izleyen boliimde verilmistir.

3.3.1. FT-IR Yontemi

FTIR yoOntemi, matematiksel Fourier donilisimii yontemi ile 15181in kizilotesi (IR)
yogunlugunda dalga sayisinin dlgiilmesini saglayan spektroskopik bir yontemdir. Bu yontem,
kizil 6tesi diye adlandirilan radyasyonun absorbsiyonu ile kimyasal baglarin titresimlerinin
Olciilmesi prensibine dayanmaktadir. Kizil 6tesi 1sinlar kimyasal baglarin gerilme, biiziilme ve
biikiilme gibi degisik titresim hareketleri ile absorbe edilir. Kizil 6tesi bolgelerde bulunan
kimyasal baglarin titresimlerindeki degisiklik ve absorbsiyon ozellikleri spektral piklerin
olugsmasini saglar. Fonksiyonel her grup kendine 6zgii titresim frekansina sahiptir [56].

Ljle 10 cm™ arasinda

Elektromanyetik 1s1k dizilerinin kizil 6tesi bolgesi 14000 cm”
degismektedir ve yakin dalga boylu kizil 6tesi (NIR; 4000~14000 cm-1), orta dalga boylu kizil
otesi (MIR; 400~4000 cm™) ve uzak dalga boylu kizil 6tesi (FIR; 4~400 cm™) olmak iizere ii¢
ana bolgeden olusmaktadir. MIR bolgesindeki bantlar ile hiicre duvari bilesenleri, proteinler ve
niikleik asitler gibi bakteri hiicrelerinin toplam bilesenleri belirlenebilir [57].

MIR spektroskopisi organik bilesenlerin tanimlanmasini. Bir organik maddenin 151k

dizisinde 36001200 cm™ araligina, ‘fonksiyonel gruplar bdlgesi’ olarak adlandirilir. ikinci
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bolge 1200-700 cm™ olan parmak izi bdlgesidir. Bu bélge, dzellikle molekiildeki kiigiik yapisal
degisiklikleri incelemekte kullanilir. Molekiilin yapisinda olusan kiiciik degisiklikler, bu
bolgedeki absorpsiyon piklerinin biiylik 6l¢iide yer degistirmesine neden olur. Bu ylizden, iki
151k dizisinin bu bolgede cakismasi, bu iki 151k dizisinin ayn1 madde oldugunu goésteren bir
isarettir. Tek baglarin ¢ok biiylik bir kismi1 bu bolge araliklarinda absorpsiyon bantlari olusturur.
Bolgenin ¢ok dar olmasindan dolayr bu bolgedeki titresimlerin frekanslari, enerjilerinin

birbirine ¢ok yakin olmasi sebebiyle birbirlerini fazlasiyla etkiler [57, 58, 59].

3.4. CALISMANIN AMACI

Yukarida gesitli 6rnekler verilen literatiir taramasinda siitte protein alerjisinin etkilerinin
aragtirtlmas1 ve alerjenitenin azaltilmasi yoniinde uygulanabilecek bir takim igleme
yontemlerine dair onemli ¢aligmalar ve bulgular goriilmektedir. Siit Girtinleri olan peynir ve
yogurtta alerjen proteinlerin tanimlanmasi anlaminda, 6zellikle bu trtinlerden yola ¢ikilarak
detayli bir tanimlama c¢alismasina rastlanmamistir. Rapor edilen caligsmalar ¢ogunlukla siit
alerjisinin insan Ttzerindeki etkilerine yogunlasmakta olup, islenmis gida tirtinlerindeki
alerjenitenin tanimlanmasina dair sinirli sayida ¢alisma tespit edilmistir. Bu ¢alismada 6zellikle
Elektroforez ve IR spektroskopi kullanilarak siit iriinlerindeki protein alerjenitesinin
incelenmesi hem literatiire hem de isleme tekniklerinin gelistirilmesine katki saglayacagi

diistiniilmektedir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1. Materyal

Kullanilacak siit ve peynir érnekleri Muratbey Gida ve Siit Uriinleri Paz. San. Tic. Ltd.

Sti. (Usak) tarafindan temin edilmistir. Ornek numuneler {iretim hattindaki peynir proseslerinin

her bir agamasindan steril sartlarda alinmistir ve +4°C’de saklanmistir. Deneysel ¢aligmalarda

standart olarak kullanilacak yiiksek safliktaki proteinler Sigma’dan, kimyasallar Sigma, Biorad,

Isolab, Across ve Tekkim firmalarindan satin alinmistir.

4.2. Ornek Hazirlama

Sunulan ¢alismada siit ve peyniralti suyu (PAS) proteinlerine ait standartlar, ticari

protein izolatlar, siit, peynir ve yogurt drnekleri kullanilmistir.

4.2.1. Standart Proteinler

Deneysel ¢calismalarda kontrol amagl kullanilan standart proteinler asagida verilmistir.

Peyniraltisuyu protein izolati, WPI (BIPRO, ABD)
Peyniraltisuyu protein konsantrati, WPC (BIPRO, ABD)
Alfa-Laktalbumin, ALA (BIPRO, ABD)

Kazein, CAS (Sigma C3400)

Alfa-kazein, a-Ca (Sigma C6780)

Beta-kazein, p-Ca (Sigma C6905)

Kapa-kazein, k-Ca (Sigma C0406)

Alfa-laktalbumin, a-La (Sigma 1013909)
Beta-laktoglobulin, B-Lg (Sigma L2506)
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e  Sigir serum alblimin, BSA (Sigma 05470)

Toz halinde bulunan standart proteinler ultra saf su igerisinde ¢ézdiirtilerek derigimleri 10
mg/ml olacak sekilde stok protein ¢ozeltileri hazirlandi. Bu standart protein ¢ozeltileri 10 kat
seyreltilerek deneysel ¢alismalarda (SDS-PAGE, FT-IR ve CE) kullanilmak iizere +4 °C’de

saklandi.

4.2.2. Siit Ornekleri

Calismada siit 6rnegi olarak ¢ig siit ve UHT siit 6rnekleri kullanildi. Cig siit 6rnekleri
Muratbey Gida Sanayi ve Ticaret A.S. (Usak)’den saglanmistir. UHT siit 6rnegi olarak ulusal
bir firmanin tetrapak ambalajlanmis Giriinii kullanilmistir. Cig siit ve UHT siitten deney tiiplerine
5 ml alinip yagini ayirmak iizere 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij islemi yapildi. Yag
tabakasinin altindan 1 ml 6rnekler alinip baska tiiplere konuldu. Ultra saf su ile 10 kat seyreltilen

stit ornekleri deneysel ¢alismalarda kullanilmak tizere + 4 °C’de saklandi.

4.2.3. Peynir Ornekleri

Calismada klasik beyaz, kasar ve lor peyniri iiretim hattindan alinan Ornekler
kullanilmustir. Uretim hattindan drnekleme yapilist ve rneklerin analizlere hazirlanisi asagida

verilmistir.

4.2.3.1. Beyaz Peynir Ornekleri

Beyaz peynir iiretimi akim semas1 Sekil 4.1°de verilmistir. Bu iiretim hattindan ¢esitli
asamalarda steril kaplara numuneler alinmis ve deneysel caligsmalarda kullanilmak {izere
+4°C’de saklanmistir. Uretim hattindan alian drnekler asagida siralanmustir;

Ornekler

1. Pastorizasyon sonrast siit (85 °C)

2. Mayalama sonrast st

17



Teleme
PAS

Salamura sonras1 beyaz peynir

o o~ w

Olgunlastirma sonras1 beyaz peynir

Sekil 4.1. Beyaz peynir iiretim akis semast

(* Ornekleme yapilan asamalar)

Uretim hattindan alinan pastérize (85 °C) siit, mayalama sonras1 siit ve peynir alt1 suyu
orneklerinden 5 ml alinarak 4000 rpm’ de 20 dakika santrifiij edildi. Yag1 ayrilan 6rneklerden

1’er ml alinarak ileriki ¢aligmalarda kullanilmak iizere 2-10 oranlarinda seyreltildi ve +4 °C ‘de
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sakland1. Uretim hattindan alinan teleme, salamura sonrasi ve olgunlastirma sonrasi peynir
ornekleri 1’er gram tartilarak 5 ml ultra saf suda ¢oziildii. Cozelti 4000 rpm’ de 20 dakika
santrifiij edildi. Yagi ayrilan 6rneklerden 1’er ml alinarak ileriki ¢alismalarda kullanilmak iizere

2-10 oranlarinda seyreltildi ve +4 °C ‘de saklandi.

4.2.3.2. Kasar Peynir Ornekleri

Kasar peyniri iiretimi akim semas1 Sekil 4.2°de verilmistir. Kasar  peynir  iiretim
hattindan ¢esitli asamalarda steril kaplara numuneler alinmis ve deneysel calismalarda

kullanilmak iizere +4 °C’de saklanmistir. Uretim hattindan alinan érnekler asagida siralanmistir;
Ornekler

Pastorizasyon sonrast siit (72 °C)
Kiiltiirla stit

Mayalama sonrast siit

Teleme

PAS

Bekleme sonrasi teleme

Haslama sonrasi kagar hamuru (75 °C)

Olgunlastirma sonras1 kagar

© 0o N o g B~ w D PE

Taze kasar
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Sekil 4.2. Kasar peynir iiretim akis semast

(* Ornekleme yapilan asamalar)

Uretim hattindan alinan pastorizasyon (72 °C) sonrast siit, kiiltiir ilaveli siit, mayalanmis

(kimozin ile) siitiin sivi olan yiizeyi ile peynir alti suyu asamalarindan 5 ml alinip tiiplere
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konuldu. 4000 rpm 20 dakika santrifiij islemi gerceklestirildi. Yiizeydeki yag tabakasinin alt
kisimlardan 1 ml alinarak ileriki ¢alismalarda kullanilmak tizere 2-10 oranlarinda seyreltildi ve
+4 °C “de saklandi. Mayalama sonrasi kat1 kisim, taze teleme, asitligi ilerlemis teleme, haglama
sonrasi kagar hamuru, taze kasar, olgunlastirilmis kasar agsamalarindan 1 g alinip 5 ml saf su ile
homojenize edildi. Daha sonra 4000 rpm’ de 20 dakika santrifiijlenerek yag fazin ayrilmasi
saglandi. Santrifiijden sonra elimizdeki 6rneklerin siv1 kisimlarindan eppendorf tiiplere 1 ml
alindi, kat1 kisitmlarindan ise eppendorf tliplere bir spatul ucu kadar alinip 1ml ultra saf suda
¢oOziindirildi. Belirtilen sekilde hazirlanan 6rnekler ileriki ¢alismalarda kullanilmak tizere 2-

10 oranlarinda seyreltildi ve +4 °C ‘de saklandi.

4.2.3.3. Lor Peynir Ornekleri

Lor peyniri iiretimi akim semast Sekil 4.3° te verilmistir. Lor peyniri iretim
basamaklarindan ¢esitli asamalarda numuneler alind1 ve deneysel ¢alismalarda kullanilmak
lizere +4 °C’de sakland1. Uretim hattindan alinan drnekler asagida siralanmustir;

Ornekler

1. PAS (Isil islem 6ncesi)

2. PAS (Isil iglem sonrasi)

3. Siizme sonrasi lor
4. Silizme sonrast PAS
5

. Paketleme Oncesi lor
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Sekil 4.3. Lor peynir iiretim akis semast

(* Ornekleme yapilan asamalar)

Kasar peyniri liretim hattindan alinan ¢ig pas, kaynatma sonrasi pas ve lordan sonraki
stiziilmiis pas asamalarindan 5 ml almip 4000 rpm 20 dakika yag fazin ayrilmasi saglandi.
Yagdan arindirilan kisimlardan 1 ml alinip ileriki c¢aligmalarda kullanilmak {iizere 2-10
oranlarinda seyreltildi ve +4 °C ‘de saklandi. Siizme sonrasi lor ve paketleme Oncesi lor
peynirlerinden 1 g almip 5 ml saf su ile homojenize edildi. Ornekler 4000 rpm 20 dakika
santrifiij edildi. Yag fazi altindaki serum kismindan 1ml alinarak ileriki g¢aligmalarda
kullanilmak tizere 2-10 kat seyreltildi. Kat1 kisimlarindan ise eppendorf tiiplere bir spatul ucu

kadar alinip 1ml ultra saf suda ¢6ziindiiriildii, 2-10 oranlarinda seyreltildi ve +4 °C ‘de saklandi.

4.2.3.4. Yogurt Ornekleri

Calismada ulusal iki marka tarafindan iiretilen yogurtlar, yerel firma tarafindan iiretilen

yogurt ve ev yapimi yogurt ornekleri kullanildi. Ev tipi yogurt i¢cin Murat Bey Gida Sanayi ve
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Ticaret A.S. (Usak)’ dan temin edilen ¢ig siit ev ortaminda kaynatildi ve sogumasi i¢in oda
kosullarinda bekletildi. Mayalama i¢in yaklasik 37 °C olmasi beklendi ve daha onceden
yapilmis bir yogurttan bir miktar alinip mayalama sicakligina getirilen siit ile mayalama islemi
gerceklestirildi. Yaklasik olarak 4 saat sonra piht1 tutan yogurt bir gece buzdolabinda bekletildi.
Kullanilan yogurt 6rnekleri asagida siralanmaistir;

1. (U1)

2. (U2)

3. (Y1)

4. (E1)

Yogurt ornekleri hazirlanirken, 5 g alinip 4000 rpm 20 dakika santrifiij yapildi ve yag
fazin ayrilmasi saglandi. Yag tabakasinin altindaki serumdan 1 ml alinip tiiplere konuldu, kati
kismindan 1 spatul ucu almip 1 ml ultra saf su i¢inde ¢ozdiiriildii. Alinan bu 6rnekler 2-10

oranlarinda seyreltildi ve +4 °C ‘de saklandu.

4.3. Protein Miktarlarinin Tayini (Bradford Yontemi)

Bu calismada tiim orneklerdeki protein miktar1 tayinleri Bradford Yontemine gore

yapildi [64]. Olgiim igin &rnekler ve ilgili kimyasal malzemeler asagidaki gibi hazirlandi.

4.3.1. Bradford Boya Cozeltisinin Hazirlanmasi

Konsantre Bradford boya ¢ozeltisi (Bradford Dye Reagent, Biorad) verilen regeteye gore
1/5 oraninda seyreltildi. Bunun i¢in 20 mL boya ¢ozeltisine 80 mL distile su eklendi ve elde

edilen seyreltik ¢ozelti filtre kagidi ile siiziilerek kullanildi.

4.3.2. Standart Egri Hazirlanmasi

BSA Standart egrisinin ¢izimi i¢in kullanilacak bir seri protein diliisyonu Cizelge 4.1’ e
gore hazirlanmistir. Stok BSA c¢ozeltisinden (10 mg/ml) ¢izelgede belirtilen miktarlarda

alinarak belirtilen son derisimlere ulagsmak iizere ultra saf su ile hacim tamamlandi.
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Cizelge 4.1. Standart egri hazirlamada kullanilacak BSA protein diliisyonlar1

Ultra saf su (Sltgkm]ziﬁ |)g Frelts Son derigim
(uL) (D) (ppm)

900 100 1000

925 75 750

950 50 500

975 25 250

990 10 100

Hazirlanan her bir diliisyondan 100 pl alinarak 5 mL seyreltilmis boya ¢6zeltisi (protein
assay dye reagent, BIO-RAD) ile karistirildi. Boya ve 6rnek karisimi 5 dakika siiresince
karanlik bir ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda orneklerin 595 nm’deki
absorbans degerleri UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre (Biochrom Libra s70, ABD) ile
okundu. Her o6rnek i¢in 3 okuma yapildi ve deney iki kez tekrarlandi. Elde edilen veriler

kullanilarak standart egri ve regresyon denklemi elde edildi.

4.3.3. Orneklerdeki Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Uretim hattindan alinan drnekler Boliim 3.2’de belirtildigi iizere hazirland: ve her birinin
icerisindeki protein miktarlar1 Bradford yontemi ile tespit edildi. Buna gore her bir 6rnekten
100 pl alinarak 5 mL boya ¢ozeltisi ile karistirildi. Karistirilan 6rnekler karanlik bir odada 5
dakika bekletilmelerinin ardindan 595 nm’deki absorbans degerleri spektrofotometrede okundu
ve kayit altina alindi. Her bir 6rnek iki ve/veya ticer defa okuma gergeklestirildi ve deneyler

ikiser defa tekrarlandi.
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4.4. SDS-PAGE Analizi

SDS-PAGE analizi jel hazirlama, 6rnek yiikleme, elektroforez, boyama, yikama ve

goriintiileme adimlarindan olusmaktadir. Her bir siire¢ asagida detaylh sekilde agiklanmistir.

4.4.1. Resolver Jel (%12°lik) Hazirlama

Jelin hazirlanmas1 BIO-RAD’1n katalogunda belirtilen metotlara gore yapilmistir. Cam
plaka ekipmanlar1 6nce distile su, ardindan %70 etanol ile temizlendi ve kurutuldu. Plakalar
dik bir sekilde plaka tutucuya takild1 ve dikkatlice tutucu tizerine sabitlendi.

Resolver A (BIO-RAD) *dan her bir jel icin 3mL, Resolver B (BIO-RAD)’ den her bir
jeligin 3 mL, %10 APS (amonyum persiilfat) den her bir jel i¢in 30 uL, TEMED (tetrametil-
etilendiamin)’ ten her bir jel igin 3 pL alinip 50 mL’lik erlende karistirildi ve SDS-PAGE
kasetlerinin igerisine yukaridan yaklasik 2 cm bosluk birakacak sekilde otomatik pipetlerle 5
mL karisim jeli bosaltildi. Jel iizerine yapinin diizgiin olmasi i¢in etanol dokiildii. Yaklasik

yarim saat sonra jel lizerindeki etanol dokiilerek jel ylizeyi saf su ile etanolden arindirildi.

4.4.2. Stacking (%4°liik) Jel Hazirlama

Stacking A (BIO-RAD) *dan her bir jel i¢in 1 mL, Stacking B (BIO-RAD)’ den her bir
jel igin 1 mL, %10 APS (amonyum persiilfat) *den her bir jel i¢in 10 uL, TEMED (BIO-RAD)
(tetrametil-etilendiamin)’ ten her bir jel i¢in 2 pL alinip 50 mL’lik erlende karistirildi.
Hazirlanan bu karigim Resolver jelin iizerine dokiildii ve kuyucuk olusumu i¢in iizerine tarak

yerlestirildi ve bir saat beklenip jel donduktan sonra tarak dikkatlice yerinden ¢ikartildi.

4.4.3. Ornek Hazirlama

4.4.3.1. Standart Protein Ornekleri

Calismada kullanilan protein standartlar1 WPI, WPC, ALA ve kazein, o -La, B -Lg,
BSA, a-CN, B-CN, x-CN’inden eppendorf tiiplere 10 mg/ml alinip 1000 ppm’e seyreltildi.
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Standart proteinler seyreltme isleminden sonra her birinden 5 pl alinip 95 pl ultra saf su ile
ependorf tiiplerine aktarild:. Icerisinde beta merkaptoetanol bulunan 4x’lik laemi sample buffer
(BIO-RAD) 1x’ e seyreltildi. Daha sonra hazirlanan drneklerin (100 pl) her birinin iizerine
sample buffer’ dan 33 pl ilave edildi ve 95 °C ‘de 5 dakika 1s1l isleme tabi tutularak proteinler

denature edildi. Ornekler elektroforez jeline yiiklemeye hazir hale getirildi.

4.4.3.2. Peynir ve Yogurt Orneklerinin hazirlanmasi

Ornek hazirlamada kullanilan ¢ig siit, pastorize siit ve peynir numuneleri Muratbey Gida
firmasindan temin edildi. UHT siit 6rneginde ulusal bir marka market {riinii kullanilmistir.
Yogurt drneklerinde ise yerel ve ulusal marka market yogurtlari ile ev yapim1 yogurt kullanildi.

SDS-PAGE analizi yapilacak tiim Orneklerin hazirlanast ile ilgili detaylar onceki
bolimde (Bolim 4.2) verilmistir. Tim ornekler (Beyaz peynir, kasar peynir, Lor peynir,
Yogurt) igerdikleri yagin ayrilmasi i¢in santrifiij islemine tabi tutuldu. Bu islem sonrasi sivi
kisimlardan 100 ml farkl: bir tiipe alind1 ve 1:1 oraninda ultra saf su ile seyreltildi. Santrifiij
sonrasi kat1 kistmda 5 mg almarak 95 pL ultra saf su icerisinde ¢zdiiriildii [65]. I¢erisinde beta
merkaptoetanol bulunan 4x’lik laemi sample buffer 1x’e seyreltildi. Daha sonra hazirlanan
orneklerin (100 pl) her birinin tizerine sample buffer’ dan 33 pl ilave edildi ve 95 °C ‘de 5
dakika 1s1l igleme tabi tutularak proteinler denature edildi. Ornekler elektroforez jeline

yiiklemeye hazir hale getirildi.

4.4.4, Jelin Yiriitiilmesi

Cam tabakalar icerisinde donmus jel tank (BIO-RAD) igerisine yerlestirildi. Jeli
bulunduran tank yaklasik yiiksekligi 3 cm olana kadar yiiritme tamponu 1xTGS (Tris, glisin,
SDS, pH) Buffer (BIO-RAD) ile dolduruldu. Hazirlanan 6rneklerden pipet yardimiyla 20 pl

kuyulara dikkatlice yiiklendi. Protein bantlarinin molekiiler agirliklarini tespit etmek amaciyla
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jellerde bir kuyuya protein standarti (Precision plus protein dual xtra standards, BIO-RAD)
yiiklendi. Yiirtitme islemi sirasiyla 60 V ve 15 dk, akabinde 90 V 90 dk olarak gergeklestirildi.

4.4.5. Jelin Boyanmasi ve Goriintiilenmesi

Yiiriitme iglemi bittikten sonra cam tabakalar sistem iizerinden ¢ikartildi ve jele zarar
vermeden cam tabakalarin ayrilmasi saglandi. Jel {izerindeki boyanin sabitlenmesi i¢in
fiksasyon soliisyonuna (%40 metanol, %10 asetik asit) (BIO-RAD) birakildi ve yarim saat
fiksasyon islemi gerceklestirildi. Fiksasyon isleminin ardindan jel hafif distile su ile yikanarak
boyama islemi yapildi. Bu islem i¢in Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution (BIO-
RAD) kullanilarak 1 saat boyama islemi gergeklestirildi. Boyama isleminin ardindan jel
Coomassie Brilliant Blue R-250 Destaining Solution (BIO-RAD) “da 4 saat tutularak protein
olmayan bdlgelerdeki boyanin uzaklastirilmasi saglandi.

Bu islemlerin ardindan jeller UV-Transilluminatér (BIO-RAD) iizerine aliarak protein

bantlar incelendi.

4.5. Kapiler Elektroforez

4.5.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Standart ornekler ve diger peynir ve yogurt Ornekleri boliim 3.2.°de anlatildi. Bu
orneklerden sivi olanlar1 100 pl alinarak fosfat tamponu ile 1000 pl’ ye tamamlandi. Kati
ornekler ise pelletlerden bir spatiil ucu (yaklagik 10 mg) alinan numune 1000 ultra saf suda
¢oziildii. Buradan 10 pl alinarak fosfat tamponu ile 1000 pl” ye tamamlandi. Hazirlanan 6rnekler

0.45 um capindaki filtrelerden gegirildi ve kolona beslendi.

45.2. Elektroforez

Siit ve peynir 0rneklerine ait elektroferogramlar Agilent Kapiler Elektroforezi (7100,

ABD) kullanilarak elde edildi. Metodun ¢alisma siiresi, kolon 6n kosullandirma hari¢ her bir
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ornek igin yaklasik 30 dakika olarak belirlendi. Sitrat ve fosfat tamponlari ile genis bir pH
araliginda (2.5 — 8) farkli tampon ortamlari denendi. En iyi tamponun pH 7 'de 100 mM fosfat
coOzeltisi oldugu tespit edildi. Calismada aktif uzunlugu 40 cm, c¢apt 50 mikron olan
kaplanmamis kilcal kolonlar (Agilent, ABD) kullanildi. Kapiler elektroforez 20 °C kaset
sicakligi, 20 kV elektrokinetik enjeksiyon ile 50 mbar basingla 5 saniye boyunca 6rnegin kolona

enjeksiyonu ile yapildi. Proteinlerin 210 nm’deki absorpsiyon pikleri elektroferogram olarak
elde edildi [75].

Kolon on kosullandirma:

tanmimlama program
1) 1M NaOH 100mbar, 1200 saniye inlet:1; outlet 7
2) dH0 100mbar, 120 saniye inlet:2; outlet 7
3) Bos vial 100mbar, 300 saniye inlet:4; outlet 7
4) Metanol A

100mbar, 60 saniye inlet:5; outlet 7

5) 1 MHCI
6) Fosfat tamponu 100mbar, 1200 saniye inlet:6; outlet 7
7) dH20
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tamimlama program

1) 0,1 M NaOH,; Ghinliik sartlama:
2) dH20;
3) Bos vial;

4) Fosfat tamponu,

100mbar, 600 saniye inlet:1; outlet 7
100mbar, 600 saniye inlet:2; outlet 7

5) Fosfat tamponu; 100mbar, 800 saniye inlet:6; outlet 7
6) Fosfat tamponu;

7) dH:0; Ara yitkama
100mbar, 300 saniye inlet:1; outlet 7
100mbar, 300 saniye inlet:2; outlet 7

100mbar, 300 saniye inlet:4; outlet 7

4.6. FT-IR Analizleri

FT-IR analizleri i¢in tiim 6rnekler ve standart proteinler onceki boliimlerde agiklandigi
sekilde hazirlandi. Ornekler IR bant titresimleri sonucu olusan spektrumlari
Perkinelmer/Spectrum 400 (ABD) ile elde edildi.

Her 6rnek igin 400 — 4000 cm™ dalga sayisi aralifinda, 4 cm™ tarama hiziyla 64 tarama

yapildi ve elde edilen spektrumlar kaydedildi.
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5. BULGULAR ve TARTISMA

Inek siitii, peynir ve yogurt drneklerindeki alerjen protein profilleri ve isleme esnasinda

gerceklesen degisimler cesitli yontemlerle incelenmis ve bulgulart sunulmustur.

5.1. Orneklerdeki Protein Miktarlarimin Belirlenmesi

5.1.1.Bradford Sonuclari:

Siit, peynir ve yogurt drneklerinde protein miktarlarini belirlemek amaciyla Bradford
yontemi kullanilmigtir. BSA proteinine ait standart egri bu proteinin bir seri dillisyonunun
hazirlanarak UV spektrofotometrede absorbans degerlerinin elde edilmesi ve absorbansa
karsilik konsantrasyonun grafige alinmasiyla elde edilmistir (Sekil 5.1). Elde edilen bu standart

egri yardimiyla bu ¢alismada kullanilacak siit 6rneklerinin protein miktarlar1 belirlenmistir.

vy =0.9477x + 0.1096
1.000 R?=0,9957

0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 1.200

mg/ml

Sekil 5.1. Bradford analizinde sigir serum albumin (BSA) standart egrisi
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Standart egri kullanilarak beyaz peynir, kasar peynir, lor peynir ve yogurt iiretim
asamalariin her birisinden alinan 6rnek numunelerin protein miktarlari belirlenerek sirasiyla
Cizelge 5.1., Cizelge 5.2., Cizelge 5.3. ve Cizelge 5.4. ‘te verilmistir. Standart egri sayesinde
her numunenin protein miktarlar grafikteki denklemden yararlanilarak tespit edilmistir. Cizelge
5.1. beyaz peynir iiretim hattindan degisik asamalarda alinan 6rneklerdeki alerjen protein

miktarlari gosterilmektedir.

Cizelge 5.1. Beyaz Peynir 6rneklerinde isleme esnasinda tespit edilen protein miktarlar

Ornek ad1 Protein miktar1 (mg/ml)
Teleme sup. 1,030,068
PAS beyaz 2,725+0,002

Teneke sup. 4,743+0,631

Teleme pellet 0,629+0,09

Beyaz Peynir Ornekleri

Salamura pellet [3,415+0,09

Salamurasup. [0,319+0,098

Kasar peyniri tiretim hattindan degisik asamalarda alinan 6rneklerdeki alerjen protein

miktarlar Cizelge 5. 2° de verilmistir.
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Cizelge 5.2. Kasar Peyniri 6rneklerinde isleme esnasinda tespit edilen alerjen protein miktarlari

Ornek ad1 Protein miktar1 (mg/ml)
Kiiltiir sonrasi siit 20,297+0,423
Maya sonrasi serum 3,729+0,062
Maya sonrasi pellet 2,723+0,044
Kasar PAS 3,209+0,128
Teleme sup. 0,544+0,025
Bekleme sonrasi sup 0,637+0,075
5
% Haglama sup. 2,06+0,01
5
= Taze kasar sup 2,064+0,086
g,
o
5 Taze kasar pellet 4,962+0,169
&
N
Olgunlastirma sup. 1,474+0,029
Teleme pellet 1,827+0,014
Bekleme sonrasi pellet 4,211+0,831

Haglama sonrasi pellet

11,029+0,868

Olgunlastirma pellet

6,812+0,557

Mayalama sonrasi kati sup

1,682+0,025

Lor peyniri {iretim hattindan degisik asamalarda alinan 6rneklerdeki alerjen protein

miktarlar1 Cizelge 5. 3°te verilmistir.
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Cizelge 5.3. Lor Peynir 6rneklerinde isleme esnasinda tespit edilen alerjen protein miktarlar

Ornek ad1 Protein miktar1 (mg/ml)

Alkali sonras1 PAS 1,382+0,048

5 Isitma, 95 °C 3,526+0,188
]
=

< Siizme sonras1 PAS 0,388+0,054
5

Q;: Stizme son. Lor sup 0,335+0,036
3

Capalama Lor sup. 0,011+0,006

Yogurt iiretim hattindan degisik asamalarda alinan Orneklerdeki alerjen protein
miktarlar Cizelge 5. 4’te verilmistir.

Cizelge 5.4. Yogurt drneklerinde isleme esnasinda tespit edilen alerjen protein miktarlari

Ornek ad1 Protein miktar1 (mg/ml)
Ul sup 2,160,062
b
-4 U2 sup 2,178+0,068
£
He}
g Y1 sup 2,819+0,082
'
>
El sup 0,955+0,02

Elde edilen bulgulara bakildiginda literatiirdeki bulgulara benzer sonuglar bulunmustur.
Tungtiirk Y. (2010) peynir proteinleri iizerine yaptigi calismada 14.6 g peynir/100 g siit
sonucunu bulmustur [78]. Benzer sonuglar Lucey ve Kelly [79], Kosikowski ve Mistry [80] ve
Bulut ve Akin [81] tarafindan da bildirilmistir. Protein miktarlarindaki degismelerin
proseslerdeki asamalarin farkliliklari, 1s1l islem normlarinin degisikligi, mayalama ve teleme

kirma gibi islemlerdeki siire¢ ve yapilan iglem siiresindeki degismeler géz oniine alindiginda
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alerjen protein miktarlarinda farkliliklar gozlenmistir. Protein miktarlarina genel olarak
bakildiginda Cetindar S. (2017) Siit teknolojisi I isimli yayminda kazein ve serum proteinleri

sirastyla % 2,6 ve % 0,6 olarak tespit etmistir [76].

Peynir Orneklerinde siitten telemeye geciste kazeinin ¢Okmesiyle meydana gelen
degisiklik ve serum proteinlerinin ayrilmast nedeni ile {iretim basamaklarina sirasiyla
bakildiginda alerjen protein miktarlarinda diislis goriilmektedir. Lor peynirinde ise serum
miktar1 ¢ig pas’ ta diisiik olmasinda ragmen 1sitmanin etkinligi temel alindiginda 96 °C 1siya

maruz kalan PAS’in protein miktarinda ¢ig PAS’a gore farkli sonug gozlendi.

Literatiire bakildiginda yogurdun protein miktar1 ortalama % 3-4 olmasi gerektigi
goriilmektedir [77]. Protein miktarlarindaki farkliliklarin sebebinin seyreltme islemlerinde

proteinlerin tam olarak ¢oziindiiriilemedigi olarak degerlendirilmistir.

5.2. SDS-PAGE Analizi ile Orneklerdeki Protein Profillerinin Belirlenmesi

Siit, peynir ve yogurt Orneklerinde isleme esnasinda alerjen protein igeriklerinde
gerceklesen degisimler SDS-PAGE analizleri ile izlenmistir. Calismada kullanilan standart

proteinlere ait profiller Sekil 5.2. ‘de verilmistir.
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Sekil 5.2. Standart proteinlerin ve drneklerin protein profilleri

(M: marker, 1: WPI, 2: WPC, 3: a-La, 4: a- kazein, 5: B-kazein, 6: k-kazein, 7: a-La, 8: B-Lg,
9: BSA, 10: Kazein)

Standart proteinlerde kalitatif farkliliklar yiiksek, orta ve diisiik molekil agirlikli
bolgelerde cinsler arasinda gozlenmistir. Molekiiler agirlik bolgesinde, molekiiler agirlikta az
bir degisiklik gosteren test edilen 6rneklerde yaklasik molekiil agirligi ~ 220 kDa ve ~ 190 kDa
olan proteinler tespit edildi. Orta molekiiler agirlik bolgesinde, bir adet belirgin peptid tespit
edildi. Bu alandaki Ornekte yavas hareket kabiliyeti ve hafif yogunlukta BSA (66.2kDa)
saptandi. Benzer sekilde a- kazein bandinda, BSA’ nin agir zinciri olabilecek 64 kDa' lik bir
protein bandi tespit edildi. Diisiik molekiil agirlik ve yiiksek hareketlilik bolgesinde standart
protein orneklerinde net olarak énemli bir bant (~19 kDa ile ~ 25 kDa arasinda) saptandi. Bu
bant grubunda a- kazein 25 kDa, B-kazein 24 kDa, x-kazein ise 19 kDa bandinda tespit edildi.
Standartlarin en alt bolgesindeki bantlara bakildiginda ise 12 kDa ile 18 kDa arasinda sirasiyla
a-La (~14 kDa) ile B-Lg (~18 kDa) tespit edildi.
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Sekil 5.3. Beyaz peynir proteinleri ve drneklere ait protein profilleri

(M: marker, 1: UHT Siit, 2: Cig siit, 3: Pastorizasyon sonrasi siit 85 °C, 4: Teleme sulu kisim,
5: Salamura sonrasi beyaz sulu kisim, 6: Tenekelere aktarildiktan sonraki beyaz peynir sulu
kisim, 7: Teleme kat1 kisim, 8: Salamura sonrasi beyaz peynir kati kisim, 9: Tenekelere

aktarildiktan sonraki beyaz peynir kati kisim, 10: Peynir alt1 suyu)

Siit 6rneklerine bakildiginda (1. 2. ve 3. hat) her bir siit 6rneginin biitiin alerjen protein
profillerini net bir sekilde barindirdigini gérmekteyiz. 1, 2 ve 3 numarali bantlarda a-kazein
~33kDa ve B-kazein ~26kDa olarak saptandi. Isil isleme ugrayan siitlere bakildiginda protein
profili agisindan net bir farklilik gézlenememistir. Ayni bantlarda hafif yogunlukta k-Kazein
~22kDa olarak tespit edildi. Belirgin bir sekilde ayni1 diizlemde bulunan - Lg ile a- La ise
sirastyla ~18kDa ,~14kDa olarak saptanmistir. Bu ii¢ bant grubunda hafif yogunlukta BSA ise
~66kDa olarak goriilmektedir. 4,5 ve 6 numarali hatlara bakildiginda asl-kazein varligindan
s6z edemiyoruz. Fakat 4. Bant yogun olarak k-Kazein barindirmaktadir. Diger 8 ve 9 numarali
hatlara bakildiginda ayn1 protein profillerini barindirirken 7 numarali bantta 8 ve 9 numaral
bantlardan farkli olarak k-Kazein (~26kDa) varligindan s6z edebiliriz. Son bandimizda baskin
olan iki ana protein varlig sirasiyla B-Lg ~18kDa ve a-La ~12kDa olarak tespit edildi. Benzer
sekilde Kausar ve ark. (2017) BSA, a- kazein, B-kazein, k-kazein, a-La ve B-Lg proteinlerin
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molekiiler agirliklarini sirastyla 78,6kDa, 28kDa, 24kDa, 22kDa, 14kDa, 18kDa olarak ifade
etmislerdir [65].

M 1 2 3 4. 3 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

250
150 ~={mmunoglobulin

100 ~—=Laktoferrin
—-—BSA

- Kazeln
p-Kazein

— N-Kazein
w— a-La

Sekil 5.4. Kasar peynir proteinleri ve drneklere ait protein profilleri

(M: Marker, 1: Cig siit, 2: Pastorizasyon sonrasi siit 72 °C, 3: Kiiltiirlii siit, 4: Maya eklendikten
sonraki sivi kisim, 5: Maya sonrasi kati kisim, 6: Kimozin, 7: Teleme kati kisim, 8:
Fermantasyon sonrasi kat1 kisim, 9: Haglama sonrasi kat1 kisim, 10: Olgunlastirma sonrasi kati
kisim, 11: Peynir alt1 suyu, 12: Teleme s1v1 kisim, 13: Fermantasyon sonrasi sivi kisim, 14:

Haslama sonrasi1 s1vi kisim, 15: Olgunlastirma sonrasi sivi kisim, 16: Taze kasar kat1 kisim)

Kasar peyniri orneklerinde 7 numarali numunedeki teleme Ornegine bakildiginda
bantlarda a-kazein ~33kDa , B -kazein ~28kDa ve « -kazein ~26kDa olarak saptandi. Teleme
orneginde belirgin bir sekilde ayn1 diizlemde bulunan - Lg ile a- La ise sirasiyla ~18kDa
,~12kDa olarak saptanmistir. Teleme orneginde serum kagagi oldugundan s6z edebiliriz. Pas
orneginin bulundugu 11 numarali hatta bakildiginda iz miktarda kazein grubu protein kalintisi
goriilmektedir. Asil baskin olan B- Lg ~18kDa, a- La ise ~12kDa olarak tespit edildi. 16
numarali hatta bakildiginda taze kasar 6rnegi igerisindeki protein miktar1 goriilmektedir. Bu
band grubunda immunoglobulin ve a- La haricindeki diger proteinlerin baskin bir sekilde
goriildiigii BSA 66.2kDa, a-kazein ~33kDa , B -kazein ~28kDa, k-Kazein ~22kDa ve - LG
~19kDa olarak tespit edildi.
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Sekil 5.5. Lor peynir proteinleri ve 6rneklere ait protein profilleri

(M: Marker, 1: Peynir alt1 suyu, 2: Alkali muamele sonrast PAS, 3: Isitma sonrasi PAS, 4:
Siizme sonrast PAS, 5: Stizme sonrasi lor kati1 kisim, 6: Presleme sonrasi lor kati kisim, 7:

Siizme sonrast lor s1vi kisim, 8: Presleme sonrasi lor sivi kisim)

Lor 6rneklerindeki pas bantlarinda (1-4) baskin olan alerjen proteinlerin serum grubu (
a-La, B-Lg, BSA) oldugu goriilmektedir. PAS 6rneklerinde ince bantlar halinde goriilen kazein
bantlari, siitteki tiim kazeinin c¢oktiirtilemedigini ve PAS igerisine bir miktar karigtigim
gostermektedir. Bu durum verimin istenen seviyede olmadigini ve endiistriyel agidan olumsuz
degerlendirilerek, Pas da kazein kagagi olarak adlandirilir. Lor 6rneklerindeki 5 ve 6 numarali
bantlarda serum grubu proteinlerin baskinligi goriildii. Burada - LG ~19kDa, a- La ise ~12kDa
olarak tespit edildi.
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Sekil 5.6. Yogurt proteinleri ve 6rneklere ait protein profilleri
(M: Marker, 1: U1 pellet, 2: U2 pellet, 3: Y1 pellet, 4: E1 pellet, 5: E2 pellet, 6: E3 pellet, 7:
U1 sup., 8: U2 sup., 9: E1 sup., 10: E2 sup., 11: E3 sup.(ev tipi yogurttan ii¢ defa érnekleme
yapildi))

Yogurt orneklerinde 1-7 arasindaki hatlarda baskin olarak kazein grubu alerjen
proteinler saptandi. Burada a-kazein ~33kDa , k-kazein ~28kDa olarak tespit edildi. Diger
bandlara bakildiginda 9 ve 11 numarali bandlarda s1v1 kisimlarindan 6rnekler alindigi i¢in serum

proteinlerinden B- Lg ~19kDa, a- La ise ~12kDa olarak saptandi.

5.3. Alerjen Proteinlerin Kapiler Elektroforez’de Incelenmesi

Alerjen siit proteinlerinin ¢6ziiniirliigi, siit numunesinin 6n 1sitilmasi, laktoz ve protein
igerigi ve saklama kosullar1 dahil olmak tizere ¢esitli faktorlere baglhidir. Standart 6rneklerde
minimum ¢oziiniirliik gézlemlendi. Bu 6rneklerden alinan veriler dogrultusunda siit, peynir ve

yogurt drneklerinde alinan sonuglarin kiyaslamasi yapildi.

Sekil 5.7’de pH 7 fosfat tamponu kullanilarak standart proteinlerdeki alerjen siit
proteinlerinin hangi zaman araliginda pik verdigi tespit edildi. Kantitatif degil de kalitatif bir

tayin yapildigi i¢in pik alanlar1 verilmemis sadece elektroferogramlar verilmistir.
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Siitte bulunan alerjen protein icerigi kazein, B-Lg, a-La ve BSA fraksiyonlarindan
olusmaktadir. Bu proteinlere ait standartlarin elektroferogramlar1 Sekil 5.7, 5.8 ve 5.9 da
verilmektedir.
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Sekil 5.7. Standart proteinlere ait kapiler elektroforez sonuglari (A: a-La, B: B-Lg, C: BSA)

Sekil 5.7°ye bakildiginda her bir protein Orneginin hangi dakikada pik verdigi
goriilmektedir. Kullanilan fosfat tamponu sayesinde (pH 7) alfa laktalbumin igin 7,1 dakikada
pik verdigi gozlemlendi. B-Lg 6. dakika ve BSA i¢in 6,3 dakikada pik verdigi gézlemlenmistir.
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Sekil 5.8. Standart proteinlere ait kapiler elektroforez sonuglar1 (ACN: a-kazein, BCN: -
kazein, KCN: k-kazein)

Kazein 6rneklerine bakildiginda 6. dakikalar ile 14. dakikalar arasinda yogun bir sekilde

pik dagiliminin oldugu goézlemlendi. Kazeinin ii¢ alt grubunun da birbirlerine yakin zamanlarda

pik verdigi tespiti yapilmstir.
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Sekil 5.9. Standart proteinlere ait kapiler elektroforez sonuglari (A: WPL, B: WPC)
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WPI ile WPC o6rneklerindeki pik zamanlari hemen hemen birbiri ile ayn1 zamanlarla
Ozlestirildi. Her iki grup icinde 6. dakika ile 9. dakikalar arasinda pik verdigi kanisina varildi.
Alinan bulgular neticesinde Omar ve ark. (2016) yaptig1 calismada kapiler elektroforez
elektroperogramlarindan elde edilen kazein ve serum grubu proteinlerin pik alanlar1 ve

zamanlar1 dogrusal bir korelasyona vartlmistir [76].

Sekil 5.10 islem gérmemis ¢ig siit, tetrapak kutuda satin alinan UHT siit, beyaz peynir
ve kasar peyniri iiretim asamalariin ilk adimlar1 olan 85 °C ve 72 °C’de yapilan pastdrizasyon
asamalarindan alinmis 6rneklere ait elektroferogramlar gostermektedir. Standart proteinlerden
anlasildig1 lizere serum proteinleri 6. ve 8. dakikalar arasinda, kazein grubu proteinleri ise 7. ve
14. dakikalar arasinda pik vermektedir. Her dort 6rnekte de bu aralikta genis (yayvan) pikler
gbzlenmistir. Hem serum hem kazein grubu protein fraksiyonlari bu yayvan pikin altinda kalmis

ve tam olarak ayrilamamuistir.

Cig siit ve 72 °C’de pastorize edilmis siit 6rneginde alerjen protein gruplarindan serum
protein gruplarmin yaklasik 6. dakika civarlarinda pik verdigi gozlemlendi. Diger alerjen
protein gruplarinin ise tam olarak ayrilamadigi tespiti yapilmistir. Isil islem sicaklarinin
artmasiyla serum protein gruplarindaki kararsizlik artmakta kazein grubu proteinlerin ise daha

kolay ayristig1 gézlemlendi.
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Sekil 5.10. Siit 6rneklerine ait elektroferogramlar
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Beyaz peynir tiretim hattindan gesitli asamalarda alinan 6rnekler SDS-PAGE ile analiz
edilmis ve protein profillerine bakilarak farklilik gosteren asamalardan alinanlar kapiler
elektroforez de analiz edilmistir. Buna gore beyaz peynir 6rneklerine ait kapiler elektroforez
sonuglart sekil 5.11°de verilmistir. Beyaz peynir o6rneklerinde telemenin peynir alt1 suyundan
ayrilmasindan dolay1 sadece kazein grubu proteinlerin varligi goriildii. Yaklasik 6. dakika
civarlarinda pik olustugu tespiti yapildi. Beyaz peynirin PAS’1nda ise ¢ok az bir miktarda serum
gurubu varlig1 az da olsa 7. dakika pik olusumuna neden olmustur. Peynir 6rneginde ise tiretim
8. dakika ile 13. dakikalar arasinda birbirlerinden tam olarak ayrilamamis yogun bir kazein

grubu protein varligindan kaynakli pik gézlemlendi.

Beyaz Peynir
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&

Beyaz peynir teleme

. 40

=)

. I

i | A

8 0 5 10 15 20 25 30 35
g 20 .

é Zaman (dakika)

Sekil 5.11. Beyaz peynir drneklerine ait elektroferogramlar
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Kasar peyniri 6rneklerine ait elektroferogramlar Sekil 5.12°de verilmistir.
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Sekil 5.12. Kasar peynir 6rneklerine ait elektroferogramlar

Kasar peyniri 6rneklerinde de SDS-PAGE sonuglart dikkate alinarak bazi ornekler

secilmis ve kapiler elektorofrezde analiz edilmistir. Elektroferogramlara gore mayalama
asamasindaki orneklerin yalnizca serum 6rneklerinden olusan pikler verdigi ve 6. dakikada bu
piklerin geldigi tespit edildi. En yogun pik veren 6rnegin teleme ve taze kasar d6rneklerinde

oldugu, bu orneklerde telemeden ayrilamamis serum proteinlerinin varligi dikkati ¢ekmistir.
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Cok sayida pik varligi, proteinlerin uygulanan iglemlerin etkisi altinda peptit zincirlerine
pargalandiklarini gostermektedir. Taze kasar drnegine 6zellikle 7. dakikalarin ortalarinda kazein
grubu proteinler pik vermeye baslamis ve 13. dakikaya kadar bu proteinlere ait genis bir
absorpsiyon piki gozlemlenmistir. Kazein grubu kullanilan tampon igerisinde smnirl
¢oziildiiglinden, bu grup proteinlerde tam bir ayrilma gézlenememistir. Kasar pas 6rneginde ise

tam ayrilamamig serum grubu proteinlerin 7 ile 9. dakikalarda pik verdigi tespit edilmistir.

Lor peyniri 6rneklerine ait elektroferogramlar sekil 5. 13’de verilmektedir.
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Lor sonrasi PAS

2
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E
E -2
s ~
£ 4
7] 0 5 10 15 20 25 30 35
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Sekil 5.13. Lor peynir 6rneklerine ait elektroferogramlar
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Lor peynir iiretim basamaginin ilk asamasindaki PAS’in pH’min alkali konuma
getirilmesinden kaynakli serum grubu proteinlerin tam ayrilamadig1 gézlemlendi. Lor peyniri
7. ve 9. Dakikalarda sirasiyla B-Lg ve a-La pikleri vermistir. Lor peynirinden sonraki son PAS
orneginde ise 4. dakikalarin ortalarinda ve 6. dakikalarin ortalarinda iz miktarda serum grubu

protein varligi gézlemlendi.

Fermente siit iirlinii yogurt i¢in ulusal, yerel ve ev yapimi yogurt drneklerinin serum ve
piht1 kisimlar1 da kapiler elektroforez de incelendi. Bu orneklere ait elektroferogramlar sekil
5.14’de verildi. Yogurt drneklerinin hemen hepsinde 4 ile 6. dakikalar arasinda serum grubu
proteinler sirasiyla B-Lg ve a-La pikleri tespit edildi. U2 sup. ve Y1 sup. yogurt 6rneklerinde
kazein grubu proteinler gozlemlemesi cok az pikler vermistir. Bu nedenle tespiti tam olarak
yapilamamistir. UL sup. ile E1 sup. yogurt 6rneklerinde kazein grubu proteinler daha giiglii
pikler vermistir. Her iki Oornekte de 7. dakikada a-CN diger kazeinlere oranla daha fazla
ayrismistir. B-CN ile k-CN fraksiyonlari ise tam ayrilamamis olarak 8. ve 9. dakikalarda pikler
vermistir. Y1, Ul ve E1 6rneklerinin pelletlerine bakildiginda ise genelde parcalanma {iriinleri

tespit edildi.

Y1 pellet

plis 'L! . Lll“_LIi | ﬁ‘ II d! | ’

10 15 20 25 30

“ Il XM’ i

AbsorbansimAU

U1 pellet

Absorbans {mA

rbans (mAU)
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Sekil 5.14. Yogurt orneklerine ait elekroferogramlar
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5.4. Alerjen Protein Yapisinda Konformasyonel Degisikliklerin Belirlenmesi

PAS proteinlerinin ve kazeinin a-La, B-Lg, BSA, a kazein, B kazein ve k kazein gibi

cesitli alt birim proteinlerinden olustugunu ve bu proteinlerin ortam kosullarina gore farkli

davraniglar sergileyebildikleri bilinmektedir. Literatiire belirli infrared bolgelerinde tespit

edilen titresim bantlara gore protein yapisina ait 6zellikler ¢izelge 5. 5’de verilmistir.

Cizelge 5.5. FTIR titresim bolgelerine ait referans literatiir ¢izelgesi

ornek dalga amid modu yapisal referanslar
adi sayis1, cm™ elemanlar
1688-1698 Amid | B- yaprak Kong ve Yu, 2007
1667-1687 | (1610-1700 B- kivrim Kong ve Yu, 2007
1660-1670 cm™) 310 sarmal Jackson ve Mantasch, 1995
1646-1658 a-sarmal/rasgele | Jackson ve Mantasch, 1995;
Kong ve Yu, 2007
1620-1642 B- yaprak Jackson ve Mantasch, 1995;
Kong ve Yu, 2007
1610-1628 Birlesim bolgesi | Jackson ve Mantasch, 1995
1545-1551 Amid 1l o-sarmal Ambrose and Elliott, 1951;
(1520-1560 Jackson ve Mantasch, 1995
a-La [ 1521-1525 cm™?) B- yaprak Ambrose ve Elliott, 1951;
Jackson ve Mantasch, 1995
1260-1315 | Amid Il a-sarmal Anderle ve Mendelsohn, 1987
1245-1270 | (1220-1330 Farkl1 halka Anderle ve Mendelsohn, 1987
1220-1250 cm-1) B- yaprak Anderle ve Mendelsohn, 1987
B-Lg 1630 Amid | B-yaprak Lee ve ark. 2007
1643 B- yaprak Lee ve ark. 2007
1694 B- yaprak Lee ve ark. 2007
1656 a- sarmal Lee ve ark. 2007
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1663 a- sarmal Lee ve ark. 2007
1673 a -sarmal Lee ve ark. 2007
1681 a -sarmal Lee ve ark. 2007
o- 1656 Amid | a-casein Beauchemin ve ark., 2007;
casein Krimm & Bandekar, 1986
1544 Beauchemin ve ark., 2007,
Krimm & Bandekar, 1986
1658 Amid | o-sarmal Curley, Kumosinski, Unruh,
& Farrell, 1998;Malin ve ark.,
2001
1618-1632 B- yaprak Curley, Kumosinski, Unruh,
& Farrell, 1998;Malin ve ark.,
2001
1675 Dontim noktast | Curley, Kumosinski, Unruh,
& Farrell, 1998;Malin ve ark.,
2001
1688 B-antiparallel | Curley, Kumosinski, Unruh,
& Farrell, 1998;Malin ve ark.,
2001
1644 Farkl1 halka Curley, Kumosinski, Unruh,
& Farrell, 1998;Malin ve ark.,
2001
B- 1652 Amid Il [3-casein Beauchemin et al., 2007,
casein Krimm & Bandekar, 1986
1540 Beauchemin ve ark., 2007;
Krimm & Bandekar, 1986
1658 Amid | a-sarmal Curley, Kumosinski, Unruh,

& Farrell, 1998:Malin ve ark.,
2001
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1618-1632 B- yaprak Curley, Kumosinski, Unruh,
& Farrell, 1998;Malin ve ark.,

2001
1674 Donitim noktas: | Curley, Kumosinski, Unruh,
& Farrell, 1998;Malin ve ark.,

2001
1686 B-antiparallel | Curley, Kumosinski, Unruh,
& Farrell, 1998;Malin ve ark.,

2001
1644 Farkl1 halka Curley, Kumosinski, Unruh,
& Farrell, 1998;Malin ve ark.,

2001
Serum 1658 Amid | a-sarmal Baello, Pancoska, &
albumin | 1638-1688 | (1600-1700) B- yaprak Keiderling, 2000; Bramanti &
1675 Doniim noktas1 | Benedetti, 1996; Kato, Matsui,
1644 Farkl1 yap1 & Tanaka, 1987; Peters, 1985;
Reed, Feldhoff, Clute, &
Peters, 1975); Gorinstein ve

ark. (2002)

Literatiir referanslarini iceren yukaridaki ¢izelgeye gore PAS ve kazein proteinlerinin
Amid I, IT ve III bolgelerinde farkli dalga sayilarinda giiglii titresim bantlar1 mevcuttur. Siitiin
peynir ve yogurda islenmesi sirasinda 1sil iglem, enzim, fermentasyon gibi uygulamalara
maruziyeti sonucu protein yapisinda denaturasyon, degradasyon ve bir ¢ok konformasyonel
degisiklik gergeklesmis olmasi beklenmektedir. Ayn1 degisiklikler protein yapisindaki alerjen
bolgeleri de kapsayacagindan, iiretimden cesitli asamalardan alinan Orneklerin kizilotesi
spektroskopisi ile incelemesi sonucu elde edilen bulgular bu béliimde irdelenmistir.

Kazein grubu standart proteinlerin FT-IR sonuglaria Sekil 5.15° a bakildiginda amid |
(1600-1700 cm™) bolgesine bakildiginda x-kazeinin 1656 cm™, B-kazeinin 1652 cm?, a-

kazeinin 1649 cm™ ve serbest kazeinin 1669 cm™ de o-helix dedigimiz sarmal yapilarin pik
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verdigini net bir sekilde gérmekteyiz. Amid II bdlgesindeki a-kazeinin 1543 cm™, B-kazeinin
1551 cm, k-kazeinin 1552 cm™ ve serbest kazeinin ise 1544 cm™ de sarmal yapida giiclii pikler
verdigi gozlemlendi. - sheet katmanlarina bakildiginda x-kazeinin 1541-1553 cm™,1641-1657
cm?, B-kazeinin 1551-1559 cm™, 1638-1660 cm™, a-kazeinin 1551 cm™,1643-1663 cm™,
serbest kazeinin 1658-1670 cm™ de pik verdigi gozlemlendi. Serbest kazeinin digerlerine oranla

- sheet katmanindaki piklerin zayif oldugunu sdyleyebiliriz.

0,0043 - kazein
proteinleri
0,0033 -
g
8 0,0023 - —— Kazein
] .
2 a-kazein
<<
0,0013 - B-kazein
| K-kazein
0,0003 -
_.-/'“/—‘
_0,0007 T T T T T T T 1
1.350 1.400 1.450 1.500 1.550 1.600 1.650 1.700 1.750
cmt

Sekil 5.15. Kazein proteinlerine ait IR spektrumlari

PAS proteinlerine bakildiginda amid I ve amid 1l de WPI 1635 cm™ ve 1544 cm™, WPC
1636 cm™ ve 1553 cm™, o-La 1654 cm™ ve 1544 cm™, BSA 1653 cm™ ve 1548 cm™, A-LA
1652 cm™ ve 1546 cm™, B-Lg 1632 cm™ ve 1543 cm™, serbest pas 1652 cm™ ve 1554 cm™ de
giiclii pikler vermistir (Sekil 5.18). B- sheet katmanlarinda WPI 1539-1553cm?, 1635-1653 cm
1 WPC 1547-1550 cm?, 1637-1654 cm™, a-La 1554 cm™, 1644-1653 cm™, BSA 1543-1549
cm?, 1656 cm™, a-La 1548 cm™, 1651-1656 cm™, B-Lg 1542-1555 cm™, 1633 cm?, serbest
pas 1555cm™, 16552 cm™ araligindaki katmanlarda giiclii pikler verdigi tespit edildi. Serbest
PAS’ 1n verdigi piklerin digerlerine oranla daha zayif pikler oldugu tespit edildi.
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Sekil 5.16. PAS proteinlerine ait IR spektrumlari

Siit orneklerindeki FT-IR sonuglart Sekil 5.17°de gosterilmistir. Amid I ve amid Il
bolgesinde ¢ig siit Srneginin 1549 cm™ ve 1644 cm™, pastérize siit (72 °C) 1645 cm™ ve 1548
cm?, pastérize siit (85 °C) 1643 cm™ ve 1544 cm™, UHT siit 1643 cm™ ve 1548 cm™ a- helix
noktalari tespit edildi. B- sheet katmanlarindaki ¢ig siit drnegi, pastorize siit (72 °C) ve pastorize
siit (85 °C) numunelerinin 1553 cm™ de giiclii pik verdigi UHT siitiin ise 1550 cm™ de
digerlerine oranla daha diisiik pik verdigi tespit edildi. Ozellikle 1s1] islemin artmastyla 1520,
1550-1560 ve 1650-1660 bolgelerindeki siddetli kivrimli bélgeler a-La, a-CN, B-CN
proteinlerinin alerjenik epitoplardaki tahribati gosterdigi tahmin edilmektedir. Bu bolgelerde
yogunlukla sekonder yapilarindaki a sarmal ve  yapraklarin varligi dikkat gekmektedir. Piklere
bakildiginda 90 dereceye kadar sicakligin alerjeniteyi artirdigi, sonrasinda azalttigi, bizde
piklere bakinca bunu goriiyoruz [16]. Cig siit ile pastdrize siitlerin Sekil 5.17°deki IR
spektrumlarina bakildiginda 1s1l islemin artmasiyla piklerdeki absorbsiyonun yiikseldigini fakat

UHT siitiin ise diger sicaklik normlarindan daha diisiik absorbsiyon piki verdigi tespit edildi

54



0,0105 - Siit ornekleri
0,0085 - 1\ ——ig sit
L‘.I ¢ig sut past sonr,
72C
0,0065 past. sonrasi 85
CJ’
b uht sit,
m
£
2 0,0045
£=
<
0,0025
0,0005
-0,0015 | ; : ;
1.300 1.400 1.500 1.600 1.700 cmt

Sekil 5.17. Siit 6rneklerine ait IR spektrumlari

Beyaz peynir 6rneklerinde amid | ve amid II bandlarina bakildiginda teleme 6rnegi 1657
cm™ ve 1555 cm, salamura sonrasi beyaz peynir 1650 cm™ ve 1552 cm™, teneke beyaz peynir
1669 cm ve 1555 cm™, pas 1656 cm™ ve 1559 cm™ o sarmal noktalarinda pik verdigi tespit
edildi. PAS ve teneke sonrasi beyaz 6rneklerindeki piklerin zayif oldugu tespit edildi. - yaprak
katmanlarinda teleme drnegi 1543-1555 cm™ 1643-1657 cm™, salamura sonrasi beyaz peynir
1541-1553 cm?, 1638-1653 cm™ de giiglii pikler verdigi saptandi. Kimozin ile mayalandiktan
sonraki basamaklarda absorbsiyon piklerinde azalma meydana geldigi tespit edildi. Kullanilan

enzim se¢imine bagli olarak alerjenik proteinlerin yapisindaki degisikligi gormekteyiz [34].
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Sekil 5.18. Beyaz peynir o6rneklerine ait FT-IR sonuglari

Kasar peynir 6rneklerinde amid I ve amid II bandlarina bakildiginda siit 6rneklerin ayr1
pik verdigi, teleme ve kasar orneklerinin ise ayri bir pik verdigi gozlemlendi (Sekil 5.19).
Teleme drneklerindeki piklerin yaklasik olarak amid | 1645 cm™, amid II bolgesinde 1549 cm”
! olarak tespit edildi. Teleme 6rneklerinde yogun titresimlerin olustugu gozlemlendi. Bu
bolgelerden 1540 bandinda B-CN, a-CN ve a-La proteinlerine ait kuvvetli a sarmal ve § yaprak

bolgeler tespit edildi.
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Sekil 5.19. Kasar peynir 6rneklerine ait IR spektrumlari

Lor orneklerindeki amid I ve amid II bolgesine bakildiginda peynir alti suyundan lora
kadar olan siirecteki piklerin yaklasik ayn1 diizlemde sirastyla 1643 cm™ ve 1555 cm™ olarak
tespit edildi (Sekil 5.20). PAS’ tan itibaren gerceklesen islem basamaklarinin gesitliligi
orneklerde belirli titresimlere neden oldugu gézlemlendi. Titresimde &zellikle 1650-1690 cm™
bandinda alerjen proteinlerin sekonder yapilarina ait B-sarmal, § —yaprak ve a-sarmal bolgelerin
varhi@ tespit edildi. Amid II bélgesinde ise en ¢ok belli olan 1550 cm™ bandinda o-La ‘ya ait

a- sarmal bolgelerdir.
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Sekil 5.20. Lor peynirine ait IR spektrumlari

Yogurt 6rneklerinin kat1 kisimlarinda amid I bolgesinde hafif dereceli pikler verdigi
goriilmekte. Her bir &rnegin 1641 cm™ de pik verdigi tespit edildi (Sekil 5. 21). Amid Il
bolgesindeki piklere bakildiginda 1547 cm™ de zayif pikler tespit edildi. Sivi kisimdan alman
orneklere baktigimizda amid II bolgesinde yogunlagan giiglii pikler tespit edildi. Bu bolgede
1575 cm™ de o —helix denilen sarmal yap1 tespit edildi. Amid I bdlgesindeki zayif piklere
bakildiginda 1648 cm™ de kiiciik capli B yaprak piklerinden bahsedilebilir.

Biitlin bulgular incelendiginde alerjen proteinlerin denaturasyonunu noktasinda alinan
verilerin olumlu sonug¢landigini sdyleyebiliriz. Gomaa (2015), alerjen proteinlerin ikincil
yapisina bakildiginda antijenikligin belirli bir miktar azaldigini 6ne siirmistiir [76]. Bulgular

birbirine benzer niteliktedir.
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Sekil 5. 21 Yogurt 6rneklerine ait IR Spektrumlari
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6. SONUC ve ONERILER

Isleme esnasinda siitte bulunan alerjen proteinlerin yapisindaki degisikliklerin
incelendigi bu arastirmada beyaz peynir, kasar peynir, lor peynir ve yogurt 6rneklerindeki ¢esitli
islem basamaklarindan alinan 6rneklerde alerjen proteinler incelenmistir.

Sirastyla ¢ig siitten baglayarak pastorize ve UHT siit orneklerinde alerjen protein
kiyaslamasina bakildiginda ¢ig siit drnegindeki alerjenitenin pastorize siite oranla daha az
oldugu tespitinde bulunabiliriz. Siit 6rneklerine bakildiginda a-La ve f-Lg ‘nin 85 °C ye kadar
olan 1si1l islemlerde alerjenitesinde artma oldugu gozlemlendi. Bu degisimin alerjenik
epitoplarin denatrasyonundan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir [16]. Ozellikle lor peyniri
tiretiminde kullanilan yontemlerde 96 °C’ ye varan sicaklik degisimlerinde {irliniin yapisinda
meydana gelen degisiklikler FT-IR sonuglarinda daha kararsiz ve titresimli bir yapinin
olusmasma neden olmus ve alerjenik epitoplarin antijenik bolgelerinde denaturasyonlar
olmustur.

Fermantasyon islemi esnasinda laktik asit bakterilerinin iiriinde meydana getirdigi
yapisal degisiklik alerjen bolgelerdeki epitoplarda hatir1 sayilir degisikliklere neden olmustur.
Bu bolgelerdeki alerjenitenin FT-IR sonuglarinda daha kararsiz ve salinnmli pikler verdigi
gozlemlendi.

FT-IR sonuglarina bakildiginda siit orneklerindeki alerjenite oranlar1 ¢ig siitteki
alerjenite oraninin 72 °C ve 85 °C pastorize siite oranla daha diisiik diizeyde kaldigi, verilen
piklerin amid I bolgesinde kismi artistan dolayi 1s1l igslemin alerjeniteyi arttirdigi kanaatine
varild.

Beyaz peynir 6rneklerindeki alerjenitenin fermantasyon ile beraber kimozin enzimi ile
interaksiyonu ¢ig siite oranla alerjenitede gozle goriiniir bir azalmaya neden olmustur.

Kasar peynir iiretim basamaklarindaki fermantasyonun beyaz peynir 6rneginde oldugu

gibi kimozin enzimi ile birlikte kullanimi ¢ig siite kiyasla proteinlerdeki alerjenite oranlarinda
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belirgin azalmaya neden oldugu gozlemlendi.

Lor peyniri 6rneklerine bakildiginda PAS’in fermentasyon nedeni ile asitlik diizeyinin
yiiksek olmasi alerjen olan serum proteinlerindeki alerjenitenin azalmasina neden olmustur.
PAS’a uygulanan kaynatma islemi ile yliksek sicakliklara ulasan serum proteinleri alerjen
bolgelerinde gozle goriiniir bir azalma tespit edildi.

Yogurt orneklerinde fermentasyonun alerjenik olan kazein ve serum proteinleri
tizerindeki yapisal degisiklige bakildiginda hem kazein proteinlerinde hem de serum
proteinlerinde alerjenik olan bolgelerdeki epitoplarin tahrip oldugu diisiiniilmektedir.

Her bir peynir 6rneginde 1s1l islem, fermantasyon ve enzim uygulamalarina bakildiginda
bu islemlerin alerjenik olan proteinler {lizerine etkisinin olumlu sonuglara neden oldugunu
sOyleyebiliriz.

Uretim ve uygulanabilirlik agisindan bakildiginda alerjeniteyi azaltmak igin isletmelerin
bir takim iyilestirmeler yaparak bu soruna ¢oziimler iiretilebilir. Fermantasyon asamalarinda
kullanilan kiiltiirlerin 6zellikle laktik asit bakterileri se¢ciminde epitoplar iizerinde etkili olan
suslariyla birlikte ¢alisan tiirler kullanilip denaturasyona ya da modifikasyona neden olabilir.
Literatiirde modifikasyona neden oldugu ispatlanan Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus, Lactobacillus fermentum IFO3956, Lactobacillus helveticus A75 gibi tiirlerin diger
peynir iiretiminde kullanilan tiirler ile beraber kullanimi alerjeniteyi azaltirken aroma agisindan
da kayiplar1 engelleyecegi diisiiniilmektedir.

Alerjeniteyi azaltmak i¢in, proteinler enzim hidroliziyle kiiciik peptit molekiilleri ve
amino asitler haline doniistiiriilebilir. Peynirin mayalama agamasinda mayalarda epitoplarin
antijenlerle birlesmesini engellemek amaciyla kimozin ile beraber papain, alkalaz, pepsin gibi
antijenik bolgelere duyarli enzimler ile beraber kullanilmasi 1s1l islem ile beraber enzimatik
reaksiyonun epitoplar {izerinde denatiirasyona neden olup alerjenitede azalmaya neden olacagi
diistintilmektedir [39].

Yapilan bu ¢alisma ile islenmis siit tirtinlerindeki (peynir ve yogurt) alerjen igerikleri ile
iiretim basamaklarinda meydana gelen siireclerdeki alerjenik degisimler incelendi. Literatiirde
bu konu ile ilgili boslugun 1sik tutuldugu diisiiniilmektedir. Ilerleyen zamanlarda ise

immiinolojik ¢aligmalarla arastirmalarin zenginlestirilmesi hedeflenmektedir.
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