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Sit ve Uriinlerindeki Protein Fraksiyonlarinin
Kapiler Elektroforez (CE) lle Belirlenmesi
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OZET

Sut proteinleri insan beslenmesinde vazgecilmez
oldugu gibi st Griinlerinin Gretimini ve kalitesini de dogrudan
etkilemektedir. Bu proteinler basta kazein olmak lzere gesitli
serum proteinlerinden olusur. Kazein proteini beyaz peynir ve
bir cok degisik riinlin Uretiminde birincil éneme sahiptir.
Proteoliz sonucunda kazein fraksiyonlarinda meydana gelen
degisimler peynirde olgunlasmanin bir gostergesi olarak
yorumlanir. Bu dedisimlerin izlenmesinde, sit ve driinlerine
yapilan hilelerin tespitinde, sitiin orjini ve hayvan irklarinin
genetik ozelliklerin belirlenmesinde son yillarda kullanilan yeni
bir ydntem ise Kapiler Elektroforez (CE) dir. Bu makalede gesitli
CE yontemleri ile sit proteinlerinin fraksiyonlarina ayrilmasi
ele alinmistir.

Anahtar Kelimeler: Protein, Kapiler Elektroforez,
Sit Grtnleri, Kazein

Seperation of milk and milk products protein
fractions by capillary electrophoresis

ABSTRACT

Milk proteins play several important roles in both milk products
and human nutrition. They contain casein and whey proteins.
Casein has an important role in production of cheese and other
dairy products. Due to the proteolysis in cheese, ratio of
protein fractions can change during ripering. Using capillary
electrophoresis (CE) is a common method to determine the
ratio of protein fractions, detection of adulteration, origin of
milk and genetic varieties. In this review, seperation of milk
protein fractions with CE method and applications of CE for
dairy products were covered.
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GIRIS

Sut, bir cok gidaya gore yasamsal besin 6gelerinin
tamamini icerdiginden vazgegilmez gida maddesi olarak kabul
edilir. Beslenme fizyolojisi acisindan siitiin dnemli olmasinin bir
bagka nedeni de bilesiminde kolaylikla sindirilebilen ve
esansiyel aminoasitlerin tamamini yapisinda bulunduran,
biyolojik degeri yliksek proteinleri icermesidir 1.

Sat proteinleri fizyolojik ©nemlerinin yanisira
teknolojik ydnden de ayri bir &neme sahiptir. Uretimi ve {riin
kalitesini dogrudan etkiler. Ornegin bir siit proteini olan kazein,
peynirin ana maddesini olugturur. Peynir Gretiminde randimani
dogrudan etkiler. igme siitii, kurumaddede %3-3.5 protein
igerigine sahip olup bunun %80 ini kazein, %15 ini ise serum
proteinleri (albumin, globulin, proteoz-peptonlar)
olusturmaktadir. Kazeinin baslica 4 fraksiyonu bulunmaktadir.
Bunlars,, s,, ve kazein olup yaklasik olarak sirasiyla 3.9: 1: 3.6
:1.3 oranlarinda bulunur. Diger kazein fraksiyonlari ise gesitli
kimyasal tepkimeler ve proteoliz sonucunda olugsmaktadir. Belli
basli serum proteinleri ise -laktoglobulin ve -laktoalbumin dir
2.

Cesitli stt drlnlerinin Gretimi sirasindaki teknolojik
islemler kazeinin degisimine yol acar. Fermente siit mamidilleri
ve peynir imalatinda kazeinin pihtilagsmasi gok 6nemlidir. Peynir
Uretiminde sUtl pihtilagtinic proteolitik enzimler k-kazeinin
spesifik peptid baglarini proteolize ederek kazein misellerinin
koagulasyonuna ve dolayisiyla da pihtilasmaya neden olur.
Pihtilasma sonucunda kazeinin dider fraksiyonlar olusur.
Peynirin olgunlagmasi sirasinda proteolizin s,, s,, ve kazein
Uzerindeki etkilerinin takip edilmesi, olgunlasma derecesi
hakkinda bilgi verir.

Glnidmizde bu dedisimlerin oran ve tipinin
izlenmesinde gesitli elektroforetik yéntemlerden (lire-PAGE ve
SDS-PAGE) yararlanilmaktadir. Elektroforez yontemi ile siit ve
drtnlerine uygulanan teknolojik islemlerin (1sil iglem,
homojenizasyon) siit proteinlerine olan etkisinin izlenmesinde,
suttin orjininin saptanmasinda ve st hayvani irkinin genetik
yapisinin tespitinde kullanilabilmektedir. Ayrica ekonomik
6nemi olan siitlere (kegi ve koyun) inek siitiiniin katiimasiyla
yapilan tahsisde kolaylikla tespit edilmektedir Bunun yaninda
PAGE ydnteminin cesitli sakincalar vardir. Ornegin toksik
bilesiklerin kullanilmasi, miktar belirlenmesi ve sonuglarin
yorumlanmasindaki zorluklar bu yéntemin olumsuz taraflaridir.
3,4,5,6,7,8,9,10.

Kapiler Elektroforez Prensibi

CE elektrokimyada oldugu gibi yiizey etkisine oldukca
baglh bir yéntem olup, yukll partikillerin bir sivi igerisinde ve
elektriksel alan etkisi altinda hareketlerini temel alir. Burada
ayirim iki etkinin sonucunda olmaktadir. Bunlardan biri
elektroozmotik etki digeri ise elektroforetik etkidir.

CE sistemi; icinde tampon ¢ozeltinin bulundugu bir
kapiler kolon, dedektor ve okunan verilerin dederlendirildidi bir
bilgisayar ortamindan olusmaktadir. Kapiler kolonun uzulugu,
Gapl, tampon gozeltinin molaritesi ile kolona verilen elektrik
akiminin siddeti calisma siresini ve proteinlerin ayrismasini
etkilemektedir 11,12.

Sekil 1.'de CE sisteminin galisma prosediiri
gosterilmistir
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CE sistemine enjekte edilen ekstrakte edilmis protein
molekdilleri elektroozmotik ve elektroforetik hareketlilige gore
katoda dogru hareket eder. Kolon ortamina bagl olarak her bir
protein molekiill hep ayni siirede pik meydana getirir. Her bir
pik bir protein molekdiliinii temsil eder. Pik alani ve yiiksekligi o
proteinin kantitatif 6zelligini, bir baska dedisle de proteinin
miktarini gésterir.

CE ydntemi, son yillarda proteinlerin yapisini ve
Ozelliklerini belirlemede Jel elektroforezi ve likid
kromatografisi yontemlerine alternatif olarak basariyla
uygulanmaktadir 13.  Yiksek ayirma glclnin sagladidi
hassas 0lgim, arastirmacilari bu ydntem Uzerine
yogunlagtirmistir 2. Yapilan arastrmalarda CE'nin  siit
Urtnlerindeki proteinlerin belirlenmesinde hizli ve yiiksek
ayrisma ¢oziinirligi sagladigi belirtilmektedir.

Siit Proteinlerinde Kapiler Elektroforez
Uygulamalan

Yapilan arastirmalar bir gok CE yodnteminin st
proteinleri fraksiyonlarinin  belirlenmesinde  kullanildigini
bildirmektedir. Recio ve ark. (1997), Protein polimorfizmi,
sicakhdin sit proteinlerine etkisinin belirlenmesi, peynirdeki

proteolizin izlenmesi ve slte vyapilan hilelerin tespit
yontemlerini dederlendirmislerdir (Sekil 2) 3.
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Sekil 2. Inek (a), koyun (b) ve keci (c) sitii
orneklerine ait proteinlerin CE elektroforegramlari (Recio ve
ark., 1997)

Recio ve Olieman (1996), CE yontemi ile laktasyon
dénemi ve irklarin farkliigi gibi faktorlerin kegi sitlerindeki
proteinlerin dadilimi Gzerine etkisini CE yontemi ile
saptamislardir. Protein fraksiyonlarinin ayrismasinin
tekraredilebilirligini 6lgmiisler, gé¢ zamani degisiminin %0.08
oldugu mikemmel bir sonu¢ bulmuslardi. Ayni metodu
kullanarak peynirin olgunlasmasi sirecinde kazein
fraksiyonlarinda meydana gelen degisimleri gozlemlemislerdir
14.

Molina ve ark (2000), esit miktarda karistirilan kegi
koyun ve inek stitlerinden yapilan peynirdeki kazein proteinleri
ile pargalanma Urlnlerinin ayirmini ve tanimlanmasini CE
yontemi ile gergeklestirmiglerdir 15. Bununla ilgili
elektroforegram Sekil 3.'de gosterilmistir.
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Uretilen peynirin kazein proteinlerinin CE elektroforegrami.
Madsen ve Quist (1997), hidrolize olmus st
proteinlerinin ayristinilmasinda pH 2.0 'lk 100 mM fosfat
tamponu ve 18 kV akim kullanmiglardir. Bir baska galismada
Vallejo-Cordoba (1998), poliakrilamid kapl kapiler kolon
icinde tampon ¢ozelti olarak %0.1 Tween 20 ve 4 M (re
bulunan 50 mM fosfat tamponu (pH 2.2) kullanmig ayirm 20
kV akim altinda gerceklestirmistir. Siit proteinlerin goég
zamaninin tekraredilebilirliginin iyi oldugunu, stardart
proteinlerde farkin %1 den, siit proteinlerinde ise %2 den az,
kantitatif tekraredilebilirliginde iyi oldugunu belirlemistir 4.
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GarciaRuiz ve ark. (1999), siit serum proteinlerini ve
soya proteinlerini eszamanh olarak, icinde 1 M (re ve
metilhidroksietilseliiloz bulunan 50 mM fosfat tamponu
icerisinde (pH 8.0) 15 kV voltaj altinda basariyla ayirmiglardir 7.

Cartoni ve ark. (1999), kegi siitlerinden yapilan siit
drtnlerine hile amaciyla katilan inek stlerinin miktarinin
belirlenmesinde metil-silanize kapiler kolon igerisinde borat
tamponu (pH 9.2) olan CE sistemini kullanmiglardir. Bu
yontemde inek siitlinin tanimlanmasinda temel serum
proteinlerinlerinin olusturdugu kalibrasyon kurveleri
kullanilmisti.  Tespit edilebilen minimum inek siitii degeri
peynirlerde %4, sut karigimlarinda ise %2 olarak belirtilmistir.
Ayrica inek-kegi-koyun ve kegi koyun siiti karisimlarinda
kalitatif analizler yapilmistir 6.

Herrero-Martinez ve ark. (2000), Ispanyada satilan
keci ve koyun siitlerinde inek sitiiniin olup olmadidini, ayrica
bu siitlerle yapilan peynirlerde bulunan serum proteinlerini
asidik izoelektrik tampon kullanarak CE ile incelemislerdir. Kegi
ve koyun siitlerine %1 inek siitli karistirilsa bile bunun tespit
edilebilecedini belirtmiglerdir 16.

Strickland ve ark. (2001), Siit Griinlerinde protein ve

peptidlerin kalitatif ve kantitatif analizlerini iki ayr yontem
kullanarak CE'de uygulamiglardir. Birinci yontemde, polimer
kaplanmis kapiler kolon igerisine 4 M Ure ilaveli sitrat-fosfat
tamponu (pH 3.3), ikinci yontemde ise kapsiz kapiler kolon
igerisinde sitrat-fosfat tamponu (pH 2.8) kullanilmistir. Birinci
yontemde siitteki peptid ve proteinlerin kalitatif ve kantitatif
tayinlerini, ikinci yontemde ise peynirlerde kazeinden tiremis
peptidlerin analizlerini basari ile uygulamiglardir 2.

Izawa ve ark. (1997), Gouda peynirinin Gretimi
esnasindan olgunlasma periyodu boyunca protein
fraksiyonlarindaki degisimi incelemis, -S ve -S, kazein,
olgunlasma siirecinde en erken parcalanma géstermis ve 84
glinlik olgunlasma sirecinde %90'Inin parcalandigini
belirlemislerdir. Buna karsin -S, kazeinin %38'i, -A, kazeinin

%67'si ve -A, kazeinin %84'Uniin parcalanmadidini
bulmuslardir. Para-kappa kazein'in kappa kazeinden rennet
enzimi aktivasyonu nedeniyle azda olsa parcalandigi

gorilmistir. Olgunlasma bosunca iki ana kazeinin pargalanma
drtnleri goézlemlenmistin. -S,-I1 / -S, kazeinin orani ve
olgunlasma periyodu arasindaki yliksek korelasyon
katsayisinin, peynirin olgunluk haline dair hikim veren bir
parametre oldugunu bulmuslardir 17.

Tablo 1. Siit ve Siit Uriinlerinin protein fraksiyonlarinin ayrilmasinda kullanilan bazi CE yéntemleri 3.

Protein Analiz Kapiler kolon | Yiirlitme Uygulamalar
ozelligi ozelligi tamponu
a-lLa, f-Lg A ve B Pik Alanindan | Fused-silica 0.5 M fosfat | Siitiin taze mi yoksa siit
os Ve 3 kazein miktar  tayini | kapiler tamponu (Ph 6.0- | tozundan sulandmlarak mi
yapllir 9.0) ve 4 M {re | yapidigi tespit ediir. B
veya degil Kazein/a-La oranindan
tespit edilir.
a-la, p-Lg, as ve B | Miktar  tayini | Kapli-silika kapiler | 250 mMborat | Siit ve yumurta
kazein yapilamaz tamponu (pH 10) | proteinlerinin kalitatif
analizi yapilir
Maijor kazein | Miktar  tayini | Kapli-silika kapiler | 0.1 M  fosfat | Kazein hidrlizinin gd6zlemi
fraksiyonlari ve | yaplamaz tamponu, 4 M (re | yapilir
hidroliz Grtinleri (pH 7.3)
a-la, B-Lg A ve B, | Miktar  tayini | Nétral  hidrofilik | 10 mM sodyum | Inek, keci ve koyun
BSA ve major kazein | yaplamaz kaph kapiler fosfat sutlerinin proteinlerinin
fraksiyonlari tamponu,%0.05 aynimasi ve genetik
MHEC, 6M (re (pH | dzeliklerinin
2.5) ve 10 Mm | tespiti.sicaklkla
sodyum sitrat | parcalanana kazeinler. Inek
tamponu, ,%0.05 | kegi, koyun ve insan
MHEC, 6 M dre | sutlerinin kalitatif analizi.
(pH 2.45)
o-La, B-Lg A ve Bve | Miktar  tayini | Notral ~ hidrofilik | 20 mM sodyum | Koyun siitii proteinlerinin
koyun sttlinlin | yaplamaz kaph kapiler sitrat ve baz genetik cesitliklerin
major kazein tamponu,%0.05 kalitatif analizi
fraksiyonlari MHEC, 6 M (re
(pH 3.0)
a-La, p-Lg A, BSA ve | 0.5 mg/100 ml | N&étral  hidrofilk | 20 mM  sodyum | Koyun, kegi ve inek
major kazein | a-la, 6.5 | kapl kapiler sitrat stitlerinde Kazein
fraksiyonlari mg/100 ml B- tamponu,%0.05 fraksiyonlarinn ve genetik
Lg hassasiyette MHEC, 6 M dre | cesitlliklerin  belirlenmesi,
miktar  tayini (pH 3.0) kazeininin proteoliz
yapilir drtinlerinin belirlenmesi
a-lLa, p-Lg A, B, IgG | Her serum | Fused-silica ProSort SDS- | Serum proteinlerinin
ve BSA proteini icin | kapiler Protein analiz kiti miktarlaririn belirlenmesi
ayn  standart
kurve gizilir.
Miktar  tayini
yapilir
o-La, p-Lg A, B ve | 0.4mg/100 ml | Fused-silica 100 mM borat | UHT sitlerin depolanmasi
BSA f-Lg A, 0.4 | kapiler tamponu (pH 8.2) | srrasinda serum proteinlerin
mg/100 ml B- ile 30 mM sodyum | miktarlarindaki
Lg B stiffat dedisimlerin belirlenmesi
hassasiyette
miktar  tayini
yapilir




SONUC

CE sistemi ile sit proteinleri diger elektroforetik
yontemlere gore hizli ve vyiksek ayrisma ¢ozunirliga
saglanmaktadir. Dijital okuma ydntemi ile proteinleri
fraksiyonlarina ayirmasi sonuglarin giivenilir olmasini saglar. CE
pahali bir cihaz olmakla beraber, lre-PAGE ve SDS-PAGE
ybntemlerine goére son derece az kimyasal madde sarfiyatinin
yaninda, calisanlari solventlerin toksik etkilerinden en az
diizeyde etkiler. Bu Ozellikler dikkate alindiginda CE; siit
proteinlerinin fraksiyonlarina ayrilmasi, siit hayvani irklarinin
belirlenmesi, siit ve peynire yapilan hilelerin hassasiyetle tespit
edilmesi ve siitlerin teknolojik ézelliklerinin ortaya gikartilmasi
gibi amaglar igin son derece kullanighdir.
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