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Satun raf dmrind uzatmak igin endistride kullanimi en yaygin isil igslem yéntemi UHT (Ultra High Temperature - Cok
Yuksek Sicaklik Uygulamasi) islemidir. Ancak, depolama sirasinda enzimatik ve fiziksel etkilere bagl olarak meydana
gelen jel olusumu UHT igme siitlerinin raf dmrind kisaltmaktadir. Cig sutte bulunan psikrotrofik bakteriler tarafindan
uretilen ylksek sicakliga direncli proteinazlar ile sitin yapisinda dogal olarak bulunan plazmin ve plazmin sistemi
enzimleri UHT igme sitlerinde jel olusumuna neden olmaktadir. S6z konusu enzimler, sutlin en énemli proteini olan
kazeine farkh sekilde etki etmekte ve UHT icme sitlerinde farkli metabolitler Giretmektedir. Bu derlemede, UHT igme
sutlerinde meydana gelen jellesmenin olusum mekanizmasi ve olusumunu etkileyen enzimler hakkinda bilgi veriimesi
amaclanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: UHT igme sutl, Jellesme, Proteinaz, Plazmin

Gelation Problem in UHT Milk: Effect of Enzymes
ABSTRACT

The most prevalent heat treatment method used in the industry to extend shelf life of milk is UHT (Ultra High
Temperature) process. However, the gel formation occurred depending on enzymatic and physical effects during
storage shortens the shelf life of UHT milk. Heat-stable proteinases produced by psychotropic bacteria, and the
native plasmin and plasmin system enzymes in raw milk cause gel formation in UHT milk. These enzymes differently
affect casein, which is the most important milk protein, and produce different metabolites in UHT milk. In this review, it
is aimed to give information about the mechanism of gelation and enzymes affecting its formation in UHT milk.

Keywords: UHT milk, Gelation, Proteinase, Plasmin

GIRIS Gida Kodeksi Cig Siit ve Isil islem Gérmiis igme Sitleri
Tebligi'ne goére sl islem gormis icme sUty;
Basta protein, karbonhidrat ve yag olmak Uzere mineral pastorizasyon, UHT veya sterilizasyon islemlerinden

maddeler ve vitaminler ile zengin bir bilesimine sahip biriyle 1si1l islem gorerek tiketiciye sunulan sut olarak
olan sut, bireylerin dengeli ve yeterli beslenmesinde tanimlanmaktadir [5]. Patojen mikroorganizmalarin
onemli bir yere sahiptir [1, 2]. Bununla birlikte sit; vejetatif formlarinin tamaminin, diger
icerdigi besin 6geleri, yliksek su miktari ve yaklagik notr mikroorganizmalarin biyutk bir kisminin yok edilmesi ile
pH degerine sahip olmasi ile mikroorganizmalarin elde edilen pastérize icme sutlerinin 6°C’yi gegmeyecek
gelisimi igin de uygun bir ortam olusturmaktadir [3]. sicaklarda depolanmasi gereksinimi ve raf Smrindn kisa
Saglik agisindan guvenirligini saglamak ve raf dmrini olmasi, ¢ig sitin biydk kisminin UHT igme situ
uzatabilmek icin site endustride pastérizasyon ve Uretiminde kullanilmasina yol agmaktadir [5, 6]. Turkiye
sterilizasyon gibi 1sil islemler uygulanmaktadir [4]. Turk istatistik Kurumu verilerine gére 2017 yilinda Ulkemizde
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pastorize icme siti ve UHT icme sitl olarak toplam
1548880 ton igcme situ Uretilmistir [7]. UHT icme sUt{;
oda sicakliginda saklanabilen ticari olarak steril bir trlin
uretmek amaci ile ¢ig sitiin kimyasal, fiziksel ve duyusal
Ozelliklerinde en az degisiklige yol agarak bozulma
yapabilen tim mikroorganizmalari ve bunlarin sporlarini
yok eden, en az 135°C'de 1 saniye veya benzer etkiyi
olusturabilecek sicaklik-sure kombinasyonlarinda
gerceklestirilen ve yuksek sicaklikta kisa sureli surekli
akig altinda uygulanan isil islem uygulanmig st olarak
ifade edilmektedir [5]. UHT igme sutleri oda sicakhiginda
6-9 ay muhafaza edilebilse de, isil igslem uygulamasi ve
muhafazasi sirasinda sitin yapisinda fiziksel ve
biyokimyasal reaksiyonlar meydana gelmekte ve st
bilesiminde bulunan protein, karbonhidrat, yag ve
vitaminlerin yapisi degisebilmektedir [8, 9]. S6z konusu
degisimler UHT icme sutlerinde jellesmeye, ¢okelmeye,
yag ayrimasina, koti kokuya ve renk degisimlerine
neden olmaktadir [10, 11]. UHT i¢gme sitlerinin
depolanmasi sirasinda jel olusumunu etkileyen temel
faktorler; enzim aktiviteleri, UHT isleminin degiskenleri,
depolama sicakligi ve sit bilesimi ile kalitesi olarak
siralanabilmektedir [12]. Bu derlemede UHT i¢cme
sutlerinde  meydana gelen jellesmenin  olusum
mekanizmasinin ve olusumunu etkileyen enzimatik
faktorlerin agiklanmasi amaglanmaktadir.

(1)
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& & |siliglem sirasinda -
laktoglobulin ve k-kazein
bilesiginin olusmasi

UHT iCI\_IIE SUTLERINDE JELLESMENIN OLUSUM
MEKANIZMASI

UHT igme sditlerinin raf omrind kisaltan jellesme,
20°C’deki sutun viskozite degerinde 10 mPa.s’den fazla
bir artis olmasi ve situn akiciigini yitirmesi olarak ifade
edilmektedir [13]. Siute 70°C ve Uzerindeki sicaklik
degerlerinde 1sil  iglem uygulanmasi  sirasinda
B-laktoglobulin denatiire olmaktadir. Denatiirasyonun ilk
asamasinda [3-laktoglobulinin tersiyer globdler yapisi
aclimakta, serbest hale gelen tiyol gruplari ve hidrofobik
etkilesimler ile monomerler arasinda donisiumla
reaksiyonlar gergceklesmektedir. Denatlrasyonun ikinci
asamasinda ise, donusumsuz olarak sulfidril gruplari ve
hidrofobik etkilesimler ile B-laktoglobulin agregatlari
olusabildigi gibi, B-laktoglobulin ile k-kazein veya sut
yagi globil membranindaki proteinler gibi diger sulfidril
iceren molekuller arasinda disulfid baglan da
olusabilmektedir [14, 15]. Isil islem sonucunda olusan [3-
laktoglobulin ve k-kazein bilesidi (Bk-bilesigi), UHT igme
sutiinin depolanmasi sirasinda kazeinden kismen veya
tamamen  ayrilarak  aralarinda c¢apraz  baglar
yapmaktadir. Jel yapisi, peyniraltt suyu proteinlerinin
ozellikle de p-laktoglobulinin k-kazein ile etkilesime
girmesi ve depolama sirasinda bilesikler arasindaki
gapraz baglanmalar sonucu olugsan U¢ boyutlu protein
agindan meydana gelmektedir (Sekil 1) [16].

UHT igme sitdndn
depolanmasi sirasinda
Prc-bilesiginin
misellerden aynimasi

e

(

olugm

3)

Br-bilesiklerinin
capraz baglanmasi
sonucu jel aginin

asi

Sekil 1. UHT igme sitlerinde jellesme modeli (McMahon’den [17] uyarlanmistir.)

Depolama sirasinda sitte gergeklesen jellesmenin
mekanizmasi tam olarak belirlenemese de, yapilan

galismalar  enzimatik  ve enzimatik  olmayan
fizikokimyasal tepkimelerin jellesmeye neden
olabilecegini ortaya koymaktadir [18]. Maillard

reaksiyonunun UHT i¢cme sutlerinde jellesme olusumu
Uzerine etkisinin incelendigi bir calismada; ¢ig sultten,
UHT sitten ve 30°C’de 11 ile 27 ay depolanan UHT
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icme sutlerinden asit ¢oktirme yontemiyle ayrilan
kazeinin toplam c¢okelme katsayilari sirasiyla 7.3, 7.6,
13.4 ve 13.7 s olarak tespit edilirken, NH: igerikleri
siraslyla 100, 95.9, 95.7 ve 77.8 NHz2/mg kazein olarak
belirlenmistir. Calismada, UHT islemi ve artan depolama
suresi ile birlikte farkl sltlerden elde edilen kazeinin
NH: iceriginde azalma oldugu, s6z konusu durumun
maillard reaksiyonundan kaynaklandigi belirtilmistir.
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Maillard reaksiyonu sonucunda polipeptit zincirlerindeki
net yukin degisimiyle spesifik gruplarin etkilesime
girmesinin, siutin kolloidal yapisini bozabilecedi ve
jellesmeye neden olabilecegi bildirilmistir [19]. Yapilan
baska bir calismada ise, laktoz orani %0.05’in altina
digurilen sitlere %3 ve %6 oranlarinda laktoz veya
sakkaroz eklendikten sonra 140°C’'de 4 saniye UHT
islemi uygulanmistir. Aseptik kosullarda dolumu yapilan
sutler 4, 20 ve 35°Clerde 22 hafta siresince
depolanmistir. Depolama sliresinin 21. haftasinda 4 ve
20°C’lerde depolanan tim sitlerde jellesme oldugu,
35°C’de depolanan sitlerde ise depolama siresince
jellesme meydana gelmedigi; ancak 40. haftadan sonra
sutlin c¢okelti ve serum olmak Uzere iki faza ayrildid
tespit edilmistir. Depolama siiresince 4 ve 20°C’lerde
depolanan sutler ile 35°C’de depolanan ve sakkaroz
iceren sutlerin renginde degisim gézlenmezken, 35°C’de
depolanan ve laktoz igeren sutlerde kahverengi rengin
goOzlendigi belirtiimistir. Seker igerikleri farkli olmasina
ragmen, jellesme goérilen tum sdtlere ait elektron
mikroskobu goruntilerinin benzer oldugu saptanmistir.
Calisma sonunda, ylksek sicaklikta depolanan ve
laktoz iceren sitlerde maillard reaksiyonu sonucunda
kahverengi bilegsenlerin olustugu; ancak maillard
reaksiyonu ve jel olusumu arasinda korelasyon olmadigi
belirlenmigtir [20]. Jellesme ile sonucglanan diger bir
fizikokimyasal tepkime de isil islem ile birlikte kazein
misellerinin potansiyel enerjilerinin degigimidir.
Potansiyel enerjideki farklliklar, kazein misellerin
kimelesmesini hizlandirmakta ve depolama sirasinda
sutlin viskozitesini arttirmaktadir [21]. Manji ve Kakuda
[22] ise, depolama sirasinda sutlerde olusan jellesmenin
iki asamada gergeklestigini; ilk asamada enzimlerin
etkisi ile sitte degisimler meydana geldigini ve ikinci
asamada ise fizikokimyasal tepkimeler sonucunda sutiin
stabilitesini  kaybederek jel olusumu gdzlendigini
bildirmislerdir.

UHT IGME S_UTLERiNiN ENZIMLERIN ETKISIYLE
JELLESMESI

Suttin dogal enzimlerinden olan plazmin ve yuksek
sicaklia direngli bakteri proteinazlari UHT igme
sutlerinde jellesme sorununa neden olmaktadir.
Proteolitik enzimler, kazein miselinden Bk bilesiginin
ayrilmasini hizlandirarak ve kazeini proteolitik hidrolize
ugratarak sutun jellesmesine etki etmektedir. Plazmin ve
bakteriyel proteinazlar direkt olarak Bk-bilesiklerine etki
etmese de, bagli olduklari asi-kazein gibi diger kazein
fraksiyonlarina etki ederek Bk- bilesiklerinin misellerden
ayrilmasini saglamaktadir. Serbest hale gegen Bk-
bilegiklerinin birlesmesi ve kritik yodunluga ulasmasi ile
yari kati jel olusmaktadir [17].

Bakteri Proteinazlari

Cig sut, mezofilik bakterilerin gelisimini engellemek ve
kaliteyi korumak igin igleninceye kadar gegen slrede
Giftiklerde ya da suUt isleme tesislerinde sogukta
depolanmaktadir [23]. Turk Gida Kodeksi Cig St ve Isil
islem Goérmiis igme Siitleri Tebligine gore, icme siiti
uretiminde kullanilacak olan ¢ig sutler Uretim tesisinde
sutlin kabuliinden sonra 4 saat iginde islenmeyecekse,
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6°C'yi gecmeyen bir sicaklia sogutulmal ve isil islem
uygulanincaya kadar bu sicakhkta tutulmahdir [5]. Cig
sutin  uzun slre sogukta depolanmasi dogal
mikrobiyotasinin  degismesine neden  olmaktadir.
Sogutulmus ¢ig sltte baslangigta Gram pozitif mezofilik
aerobik bakteriler baskin olarak bulunurken, depolama
suresinin uzamasiyla Gram negatif ve Gram pozitif
psikrotrofik bakteriler baskin duruma ge¢mektedir [24].
Psikrotrofik bakteriler, 7°C veya daha dusuk sicaklik
degerlerinde gelisebilen ve metabolik faaliyetlerini
optimum 20-30°C sicaklik degerleri arasinda gosteren
bakteriler olarak tanimlanmaktadir [25]. Site uygulanan
isil islem sicakliklarinda psikrotrofik bakteriler inaktif
hale gelmektedir. Bununla birlikte, s6z konusu
bakterilerin sutte Urettikleri enzimler yiksek sicakhiga
kargi direng gdstererek igme sutlerinde bozulmaya
neden olmaktadir [26].

Sogukta  depolanan  ¢i§  sutlerde  psikrotrofik
bakterilerden Pseudomonas cinsine ait suglarin baskin
mikrobiyotay! olusturdugu bildirilmektedir [27].
Almanya’da yapilan bir galismada, 10 farkh ¢iftlik ve sut
isletmesinden toplam 20 ¢ig sut 6rnegi alinarak 2 ile 4
gin slresince 4°C’de depolanmistir. Depolama
sonunda ¢ig sutlerdeki toplam bakteri sayilari 30, 15 ve
6°C sicaklik degerlerinde sirasiyla 5, 7 ve 10 gin
inkiibasyondan sonra belirlenmistir. inkiibasyon sonrasi
Gig sut orneklerinde toplam 2906 bakteri izolatinin
tanimlanmasi yapilmigtir. Cig sitlerde en yaygin olarak
siraslyla, Pseudomonas, Lactococcus ve Acinetobacter
cinslerinin bulundugu ve s6z konusu cinslerin toplam
bakteri izolatlarinin %66’sini olusturdugu saptanmistir.
Proteolitik ve lipolitik aktivitenin tespiti i¢cin 6°C’de agar
diflizyon yodntemiyle 966 bakteri izolati incelenmis ve
bakteri izolatlarinin  %22’sinin  proteolitik, %16’sinin
lipolitik, %20’sinin ise hem proteolitik hem de lipolitik
aktivite gosterdigi belirlenmigtir. Tanimlanan
Pseudomonas cinsine ait izolatlarin timindn proteolitik
ya da lipolitik aktiviteye sahip oldugu, tanimlanan
Acinetobacter cinsine ait izolatlarin ise tamamina
yakininin lipolitik aktivite gosterdigi tespit edilmistir [27].
Yapilan diger bir calismada, Avustralya’da bulunan ¢
farkli sit ciftliginden (A, B ve C) bir yil boyunca her ay
toplanan ¢ig sitler 2, 4, 6, 8 ve 10°C sicaklk
degerlerinde 10 gin depolanmistir. Cig sutlerde
psikrotrofik bakteri sayisinin 5.75x10% ile 6.72x10°
kob/mL arasinda degistigi belirlenmistir. Cig sutlerdeki
psikrotrofik bakteri sayisinin en yuksek oldugu aylar
Avustralya icin kis mevsiminin yasandidi Haziran,
Temmuz ve Agustos olarak saptanirken, en dusuk
oldugu aylar ise yaz mevsiminin yasandigi Aralik, Ocak
ve Subat olarak tespit edilmistir. MALDI-TOF MS ile
yapilan galismalar sonucunda ¢ig sitlerde toplam 604
bakteri izolati tanimlanmistir. Filogenetik analizler ile s6z

konusu bakterilerin Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, = Gammaproteobacteria,  Bacilli,
Actinobacteria, Flavobacteria ve Sphingobacteria
siniflarina  ait olduklari ve Gammaproteobacteria

(Pseudomonas, Acinetobacter, Hafnia), Bacilli (Bacillus,

Paenibacillus, Leuconostoc, Lactococcus,
Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus) ile
Actinobacteria  (Microbacterium,  Micrococcus ve
Rhodococcus) siniflarina  ait  bakterilerin  toplam



F. Ergin, A. Kiiglikgetin Akademik Gida 16(3) (2018) 313-322

psikrotrofik bakterilerin %89’unu olusturduklari
belirlenmigtir. A ve C ciftliklerinden toplanan ¢ig sltlerde

Pseudomonas cinsinin  de iginde  bulundugu
Gammaproteobacteria sinifina ait bakteriler %82
oraninda baskin olarak bulunurken, B ciftliginden

toplanan ¢ig sitlerde bakterilerin  %44’Gnin Bacilli
sinifina ait oldugu tespit edilmistir. Depolama sicakligi 2
ve 4°C olan ¢ig sutlerde Pseudomonas (6zellikle
Pseudomonas fluorescens) ile Bacillus cinsine ait
bakterilerin sayisinda artis oldugu saptanirken, 6°C ve
Uzerindeki sicakliklarda depolanan ¢ig sutlerde ise
mezofilik 6zellik gosteren bakterilerinin sayisinda artis
oldugu belirlenmistir. izole edilen Pseudomonas,
Bacillus, Microbacterium, Lactococcus, Acinetobacter ve
Hafnia cinslerine ait bakterilerin sirasiyla %62.5, %53.3,
%70.2, %5.3, %25.6 ve %40 Inin proteaz aktivitesine
sahip oldugu; sirasiyla %58.3, %50.1, %65.2, %1.3,
%19.8 ve %34.2'sinin 142°C’de 4 saniye UHT
uygulamasindan sonra proteaz aktivite gosterdigi
saptanmistir. Calisma sonucunda, ¢ig sutlerin elde
edildigi aylara ve bdlgelere gbre psikrotrofik bakteri
sayisi ile mikroorganizma gesitliliginin degistigi, proteaz
aktivitesinin UHT igleminin sonrasinda da devam ettigi
belirlenmigtir.

Stoeckel ve ark. [28] vyaptiklan  galismada,
Pseudomonas weihenstephanensis DSM 29166,
Pseudomonas proteolytica 691 ve Pseudomonas sp.
W15a bakterilerinin raf omri siresince UHT icme
sutlerinin stabilitesi zerine etkisini incelemislerdir. Cig
sit, 60°C'de 32 saniye suresince uygulanan
termizasyon isleminden sonra ¢ kisma ayrilmis ve 10*
kob/mL olacak sekilde sirasiyla Pseudomonas sp.
W15a, P. weihenstephanensis DSM 29166 ve P.
proteolytica 691 bakterileri agilanarak 4-5 giin siresince
6°C’de bekletilmistir. UHT iglemi dncesi bakteri asilanip
6°C’de bekletiimis sutlere bakteri asilanmamis ve
6°C’de bekletiimemis sutlerin belirli oranlarda eklenmesi
ile elde edilen sut karigimlarindan, UHT islemi Oncesi
bakteri asilanip 6°C’de bekletilmis sitlerden ve bakteri
asilanmayip 6°C’de bekletiimemis suatlerden 140°C’de
8.4 saniye isil islem uygulanmasi ile Uretilen UHT igcme
sutleri 4 ay slresince 20°C’de depolanmistir. Depolama
suresi sonunda bakteri asllanmayan sutten Uretilen
kontrol grubu UHT igme sitlerinde herhangi bir
proteolitik aktivite tespit edilmezken, P.
weihenstephanensis DSM 29166 asilanan ve bakteri
asilanmamis sut icermeyen 6°C’de bekletilmis sitten
uretilen UHT icme sitlerinde 0.35 picokatal/mL
(pkat/mL) ile en yiksek proteolitik aktivite degeri
saptanmistir. Calismada depolama suresince UHT icme
sutlerine ait acilik, krema tabakasi, partikil, ¢okelti ve jel
olusumu degerleri incelenmigtir. Kontrol grubu UHT
icme sutlerinde s6z konusu kusurlardan herhangi biri
tespit edilememistir. Proteolitik aktivite degeri 0.05
pkat/mL ve Ustiinde olan tim UHT igme sutlerinde acilik
belirlenmis olup, P. weihenstephanensis DSM 29166
asilanip 6°C’de bekletilmis sute bakteri asilanmayan
sutlin 1:1 oraninda eklemesi ile elde edilen karigimdan
uretilen UHT icme sitlerinde ve P. weihenstephanensis
DSM 29166 asilanan ve bakteri asilanmamis st
icermeyen 6°C’de bekletilmis sutten uretilen UHT igcme
sutlerinde Uretimden hemen sonra acilik saptanmigtir.
Pseudomonas sp. W15a asilanip 6°C’de bekletiimis ve
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bakteri asilanmamis sit icermeyen sutten Uretilen UHT
icme sutlerinde ve P. weihenstephanensis DSM 29166
asilanan sutlerden Uretilen tim UHT icme sitlerinde
depolama sulresinin sonunda ¢okelti olusum degerlerinin
%100 oldugu tespit edilmistir. Proteolitik aktivite degeri
0.07 pkat/mL’den vylksek olan UHT i¢me sitlerinin
yuzeyinde 1 cm’den daha kalin bir krema tabakasinin
olustugu belirlenirken, proteolitik aktivite degeri 0.16
pkat/mL degerine ulasan UHT igme sutlerinde depolama

suresinin  sonunda jellesme meydana geldigi
saptanmistir. Calismada, depolama siresince
Pseudomonas cinsi bakteriler tarafindan Uretilen
peptidazlarin  sit serumunda ve yad globil

membraninda bulunan kazeine etki ederek aci tadin,
krema tabakasinin ve c¢okeltinin olusumuna neden
oldugu belirtilmigtir.

Pseudomonas cinsi bakteriler, her bir molekulinde alti
ile sekiz adet kalsiyum ve bir adet c¢inko iyonu
bulunduran, metalloenzim karakterde serralisin ailesine

ait ve AprX olarak adlandinlan  proteazlar
sentezleyebilmektedir [29, 30]. Pseudomonas cinsi
bakteriler tarafindan sentezlenen metaloprotezlarin

molekdl agirliklari, optimum aktivite gosterdikleri pH ve
sicaklik degerleri, ortamda bulunan Ca*? gibi iyonlarin
konsantrasyonlari ile termal direngleri farkhliklar
gOstermektedir [31]. AprX proteinin yapisinda kalsiyum
ve ¢inko ile S-S (disiilfit) baglarinin olmasindan dolayi
yuksek sicaklik degerlerine karsi direng gosterebildigi
bildirilmektedir [32].

Pseudomonas LBSA1 bakterisinin UHT icme sttlerinin
stabilitesi Uzerine etkisinin incelendigi bir calismada ¢ig
slit, 5x10* kob/mL olacak sekilde P. LBSA1 asilandiktan
sonra 6°C’de 72 saat bekletiimisti. P. LBSAL ile
kontamine sit ve bakteri icermeyen kontrol grubu siit
UHT islemine tabi tutulduktan sonra 90 gln slresince
20°C’de depolanmigtir. Kontamine sutten dretilen UHT
icme sutlerinde depolamanin 1, 30, 60 ve 90. gunlerinde
kazein olmayan azot miktarlari sirasiyla 2.9, 4.7, 7.0 ve
8.0 g/kg olarak belirlenirken, protein olmayan azot
miktarlari ise sirasiyla 1.2, 2.9, 3.9 ve 4.7 g/kg olarak
saptanmistir. Kontrol grubu UHT igme sitlerinde ise
kazein olmayan azot ve protein olmayan azot
degerlerinin sirasiyla 3.1 ve 1.3 g/kg oldudu ve her iki
degerin de depolama suresince degismedigi tespit
edilmigtir. Kontamine sutten Uretilen UHT icme
sutlerinde negatif yUkli kazein misellerinin ve partikil
hidrasyonunun depolama slresince azaldigi belirlenmis
olup, s6z konusu durumun sltte gerceklesen proteoliz
sonucu kazein misellerinin arasindaki itme kuvvetinin
azalmasi ve agregatlarin olusmasindan kaynaklandigi
belirtilmistir. Calismada, ayrica P. LBSA1 tarafindan
sentezlenen proteaz enzimi tanimlanarak, enzimin
calisma kosullari ve kazeine olan etkisi arastiriimistir.
Yapilan gen dizilimi analizi sonucunda P. LBSAl
tarafindan sentezlenen proteaz enziminin 49 kDa
molekidl agirhigina sahip AprX oldugu, en ylksek
aktiviteyi pH 9.0'da ve 40°C’'de gosterdigi saptanmistir.
Sodyum kazeinat, sodyum kazeinattan elde edilen saf
kazein miseli ve peyniralti suyu proteini c¢ozeltilerine
0.07 pg/mL olacak sekilde saflastirilmis AprX enzimi
ilave edildikten sonra 37°C’de 24 saat suresince inkibe
edilmigtir. Peyniralti suyu proteinlerinin  AprX’den
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etkilenmedigi, misel haldeki kazeinin sodyum kazeinata
gbére daha vyavas hidrolize oldugu belirlenmistir.
inkiibasyonun ilk 4 saatinde sodyum kazeinat
cOzeltisinde  B-kazeinin  tamaminin  pargalandigi,
K-kazeinin as-kazeine goére hidrolize karsi daha direngli
oldugu tespit edilmistir. Misel haldeki kazein ¢dzeltisinde
ise B- ve k-kazeinin os-kazeine goére daha hizl
parcalandigi  saptanmistir.  inkiibasyonun sonunda
sodyum kazeinat ve misel haldeki kazein ¢ozeltilerinde
sadece 3 ve 16 kDa molekdl agirhdina sahip iki

molekllin tespit edildigi ve 16 kDa agirligindaki
molekllin ~ peynir yapimi  sirasinda  k-kazeinin
parcalanmasiyla olusan para-k-kazein oldugu

belirlenmistir [30]. Konu ile ilgili yapilan bagka bir
calismada ise, mikrofiltrasyon islemi uygulanarak
somatik hlcre sayisi 10* somatik hiicre/mL’nin altina ve
toplam bakteri sayisi 10 kob/mL’ye dusurilen ¢ig sut iki
kisma ayrilmigtir. Bir kisim site Pseudomonas
fluorescens F bakterisinden elde edilen ve 45 kDa
molekll agirhgina sahip AprX enziminden 0.2 mg/L ilave
edilirken, kontrol grubunu olusturan diger kisma ise
enzim ilavesi yapilmamistir. Her iki stt grubu 140°C’de 4
saniye suresince UHT islemine tabi tutulduktan sonra
20°C’de 90 gin depolanmistir. Depolama sonunda
kontrol grubu sitin  stabilitesinin - bozulmadigi,
akigkanhgini ve homojenligini korudugu belirlenirken,
enzim iceren sutlerin bulundugu siselerin diplerinde
beyaz ¢okelti tabakasinin olustugu saptanmigtir. Enzim
ilavesi yapilan sutte kazein olmayan azot miktarinin
depolamanin 8. ve 90. gunlerinde sirasiyla 9.2 ve 18.5
g/kg, protein olmayan azot miktarinin ise sirasiyla 6.2 ve
13.9 g/kg oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu sutlerde
depolama sulresince kazein olmayan azot (3.1 g/kg) ile
protein olmayan azot (1.4 g/kg) miktarinin degismedigi
belirlenmistir. Enzim igeren sitlerde depolama boyunca
kazein olmayan azot fraksiyonuna ait peptitler
kromatografik yontemlerle tanimlanmis ve orijinlerine
gore peptit sayisinin B- > ds1- > K- > as2- kazein olacak
sekilde siralandigi saptanmistir. Kontrol grubu sutin
zeta potansiyel degerinin -17.3 mV oldugu ve depolama
sonuna kadar sabit kaldigi belirlenmis olup, enzim
iceren sutlerde zeta potansiyel degerinin ilk 8 gun igcinde
-13.9 mV’a distigu tespit edilmistir. Enzim igceren
sutlere ait partikiil boyutu degerlerinin depolamanin 8.
ve 30. gunlerinde sirasiyla 0.7 ile 9 ym ve 2 ile 700 ym
arasinda degistigi saptanmistir. Sitin zeta potansiyel
degerinin dusmesi ile birlikte kazein miselleri arasindaki
itme kuvvetinin azaldigi ve s6z konusu durumun sitte
partikdl olusumuna neden oldugu belirtilmigtir [32].

Sogukta depolanan ¢ig sltlerde Pseudomanas turleri
diginda Serratia, Aeromonas ve Erwinia turlerinde de
AprX enziminin sentezini ybneten apr geninin
bulundugunun bildirilmesiyle birlikte, konu ile ilgili diger
turlere ait detayli galismalar yapilmistir [33]. Machado
ve ark. [34] ¢ig sitten izole edilen 17 farkh Serretia
liquefaciens suglar ile Pseudomanas flourescens,
Pseudomanas fragi ve Pseudomanas lundensis
bakterilerini 10* kob/mL diizeyinde asiladiklar ¢ig
sutlerin proteoliz degerlerini 7°C’de 2 ve 4 gun ile 5°C’de
5 glin depoladiktan sonra olgmuslerdir. S. liquefaciens,
P. fluorescens ve P. lundensis bakterilerinin sayisinin
7°C'de 2 glun depolanan sitlerde 105-107 kob/mL
diizeyine ulastigi ve proteoliz degerlerinin 0.2 pmol

317

glisin  esdegeri/mL  degerinden  yilksek oldugu
belirlenmistir. Proteoliz degerlerinin  7°C'de 2 gin,
7°C'de 4 gun ve 5°C’de 5 gin bekletilen sutlerde
siraslyla 0-0.514, 0.147-28.685 ve 0.043-27.159 umol
glisin esdegeri/mL arasinda degistigi saptanmigtir.
Yiksek proteolitik aktivite degerine sahip S. liquefaciens
L53 ve S. liguefaciens L98 suslarina ait yiksek sicakliga
direng gOsteren proteaz enzimlerinin tespiti igin yapilan
elektroforez analizi sonucunda, 52 kDa molekdl
agirhiginda sadece bir tane protein belirlenmistir. S6z
konusu proteinin yapisinda kalsiyum ve ¢inko
bulunduran bir metalloproteaz oldudu ve sentezinin ser2
geni tarafindan gergeklestigi saptanmistir. Calismada,
ser2 ve apr genlerinin nikleotit dizilerinde benzerlik
bulunmadigi; ancak her iki genin de, yapilarinda
kalsiyum ve ¢inko baglanma bdlgelerini iceren M10
peptidaz ailesine ait oldugu belirtilmistir.

Baglinere ve ark. [35] yaptiklari bir calismada, 5x10*
kob/mL olacak sekilde Serratia liquefaciens L53 ve
Serratia liquefaciens L64 asiladiklan ¢ig st 7°C’de 72
saat bekletmiglerdir. Bakteri asilanan suitler ile bakteri
asllanmayan kontrol grubu sitler 140°C’de 4 saniye
UHT islemine tabi tutulduktan sonra 20°C’de 90 giin
depolanmistir. Kontrol grubu UHT i¢cme siti ve S.
liguefaciens L64 asilanan sutten Uretilen UHT igme
sutiinin depolama suresi sonunda akiskanhgini
korudugu, S. liquefaciens L53 asilanan sutten Uretilen
UHT igme sitinidn bulundugu siselerinin diplerinde ise
beyaz tortu tabakasinin olustugu belirlenmigtir. Kontrol
grubu UHT igme sitinde, S. liquefaciens L64 ve S.
liquefaciens L53 asilanan sutlerden Uretilen UHT igcme
sutlerinde kazein olmayan azot miktarlari 90 gunlik
depolama sonunda sirasiyla 3.3, 3.4 ve 8.3 g/kg;
protein olmayan azot miktarlari ise sirasiyla 1.4, 1.5 ve
4.3 g/kg olarak tespit edilmistir. Kazein olmayan azot
fraksiyonlarinin, kontrol grubu UHT igcme sitlinde 145 B3-
kazein, 54 asi-kazein, 22 as>-kazein ve 19 «k-kazein
orijinli  peptit oldugu, S. liquefaciens L64 asilanan
sutlerde ise 346 B-kazein, 191 asi-kazein, 56 asz2-kazein
ve 96 k-kazein orijinli peptit bulundugu saptanmistir. S.
liquefaciens L64 asilanan sutten Uretilen UHT igme
sutinde k-kazeinin 95-105 aminoasit dizilimine sabhip,
kazeinomakropeptitten tireyen peptitler belirlenmis olup,
S. liquefaciens L64 tarafindan sentezlenen Ser2 proteaz

enziminin  rennet benzeri etki gobstererek st
stabilizasyonunu bozdugu belirtilmistir.
Satin  bakteriyel proteazlarin  etkisi  sonucunda

jellesmesi ile peynir yapimi sirasinda rennetle koagiile
olmasi birbirine benzetilse de, cesitli farkliliklar
bulunmaktadir.  Bakteriyel proteazlar ile rennet
arasindaki temel fark; rennet sadece k-kazeinin 105.-
106. aminoasitleri arasindaki peptit bagina etki ederken,
bakteriyel proteazlar disuk etki 6zglnligine sahiptir.
Bir diger farkhlik ise bakteriyel proteazlarin etkisi ile
K-kazein sadece %5-10 oraninda hidrolize ugrarken,
rennet etkisi ile k-kazeinin hidroliz oraninin %80-90’lara
ulagsmasidir. Peynir yapimindaki koagulasyon siresi ile
karsilastirildiginda UHT icme sutlerinde jellesme daha
uzun slirede meydana gelmektedir [13, 36].
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Plazmin

Sitte dogal olarak bulunan plazmin enzimi, UHT icme
sutlerinde jellesme sorununa neden olabilmektedir [37].
Plazmin, sitte baskin olarak bulunan, pH 7.5 ve 37°C’'de
optimum duzeyde aktivite gosteren ve kan kaynakl
tripsin benzeri bir serin proteinazdir [38]. Plazmin, inaktif
formdaki plazminojen, plazminojen aktivatorleri ve
inhibitorlerini iceren karmasik bir sistemin parcasidir.
Sut ve st drUnlerinde, plazmin sistemini olusturan
bilesenler proteolizi aktive veya inhibe etmek igin

birbirleriyle ve diger sut bilesenleriyle etkilesime
girmektir.  Plazmin, plazminojen ve plazminojen
aktivatorleri sutin kazein fraksiyonunda; plazmin
inhibitorleri ile plazminojen aktivatdr inhibitorleri ise

serum fraksiyonunda yer almaktadir. Sutte, doku-tipi ve
urokinaz-tipi olmak Uzere sirasiyla kazein ve somatik
hicrelerle iligkili olarak bulunan iki tip plazminojen
aktivatér bulunmaktadir. S6z konusu aktivatorler
plazminojenin arjinin-izolésin (Arg557-11e558) peptitleri
arasindaki bagi hidroliz ederek plazmine ddnusmesini
saglamaktadir. Plazminojen aktivator inhibitorleri ile
plazmin inhibitorleri de plazminojenin  plazmine
dondsimini  ve  plazminin  kazeini  hidrolizini
engellemektedir. Yiksek sicakliga kargi plazmin,
plazminojen ve plazminojen aktivatorlerinin  stabil
oldugu, plazminojen aktivatdr inhibitorleri ile plazmin
inhibitorlerinin ise hassas oldugu bildiriimektedir [21, 39].
Saint Denis ve ark. [40] yaptiklari bir ¢calismada, sutte
plazmin, plazminojen ve plazminojen aktivatorlerinin 60
ve 140°C sicaklik degerleri arasindaki inaktivasyon
kinetiklerini incelemislerdir. Enzimin %90’inin inaktif
olmas! igin gereken sire degeri olan D degerinin
plazmin, plazminojen ve plazminojen aktivatord igin
70°C’de sirasiyla 11700, 8040 ve 9960 saniye;
140°C’de ise sirasiyla 13, 11 ve 16 saniye oldugu
belirlenmigtir. Plazmin, plazminojen ve plazminojen
aktivatorl igin aktivasyon enerjileri 70-90°C arasindaki
sicaklik degerleri igin sirasiyla 244, 230 ve 241 kJ/mol
olarak tespit edilirken, 95-140°C arasindaki sicaklik
degerleri igin sirasiyla 29, 35 ve 24 kJ/mol olarak
saptanmistir. Plazminojen aktivatérinin plazmin ve
plazminojene gore sicakliga karsi daha hassas oldugu
belirlenmigtir. Calismada ayrica 1, 2, 3, 4 ve 5 g/mL
olacak sekilde B-laktoglobulin eklenen kazein gozeltileri
90°C’ye isitilarak  B-laktoglobulinin  plazmin  ve
plazminojen aktivatori Uzerine etkisi arastiniimistir.
B-laktoglobulin eklenmeyen kazein ¢dzeltisinde plazmin
ve plazminojen aktivatoru igin D deg@erinin sirasiyla 833
ve 1180 saniye oldudu, 5 g/mL B-laktoglobulin eklenen
kazein ¢ozeltisinde ise sirasiyla 101 ve 160 saniye
oldugu tespit edilmistir. Kazein  ¢oOzeltisindeki
B-laktoglobulin  miktarinin artisina bagh olarak stz
konusu enzimlerin inaktivasyonlari icin gereken silrenin
azaldigi belirlenmigtir. Plazminojenin yapisinda 48
sistein, 23 disulfit bagi ve 2 serbest tiyol grubu
mevcutken, B-laktoglobulinin yapisinda 2 stilfit bagi ve 1
serbest tiyol grubu bulunmaktadir [41, 42]. Plazmin ile
plazminojen 50-70°C’ler arasinda, B-laktoglobulin ise
70°C’nin  Uzerindeki sicakliklarda denatiire olmaya
baglamakta ve yapilarinda bulunan tiyol gruplari serbest
hale gelerek reaksiyona girebilmektedir [14, 43].
Plazmin, plazminojen ve plazminojen aktivatoriiniin
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sicaklik ile doénlsumsuz inaktivasyonu, icerdikleri
serbest tiyol gruplari ile B-laktoglobulin ve ortamdaki
diger denatire plazmin sistemi enzimlerinin tiyol gruplari
arasinda tekrardan disdlfit baglarinin meydana gelmesi
ile gerceklesmektedir [42].

UHT islemi ile igme sutlerinde plazmin, plazminojen ve
plazmin aktivatéri tamamen inaktive edilememekte ve
depolama suresince UHT igcme sitlerinde bozulmaya
neden olmaktadir. Ci§ sitin yapisinda yaklasik 0.3
mg/L plazmin ile 9.0 mg/L plazminojen oldugu ve
plazminin  aktivitesi sonucu olusan  bozulmayi
engellemek icin sutte bulunan mevcut plazminin
%99.9'unun inaktive edilmesi gerektigi bildirilmistir [13,
42]. Yapilan bir calismada, 134.4°C’de 14.2 saniye UHT
islemi uygulanarak dogal plazmin aktivitesi tamamen
inhibe edilen sutlere steril ortamda 0.15 mg/L olacak

sekilde plazmin ilave edilmigtir. Plazmin ilavesi
yapilmayan kontrol grubu UHT i¢gcme sutleri ile plazmin
ilaveli UHT igcme sutlerinin  23°C'de 181 giln
depolanmasi  suresince fizikokimyasal  o6zellikleri

incelenmistir. Depolamanin 27. gununde plazmin ilave
edilen UHT icme sitlerinde hafif sari renk ve siit
yuzeyinde kuglk partikiller belirlenirken, depolamanin
100. ginunde sit ylzeyinde pihti yapisinin, dibinde ise
saydam, yumusak ve kolay bozulabilen jel yapisinin
olustugu saptanmigtir. Kontrol grubu UHT icme
sutlerinde depolamanin sonunda jellesme olmadigi
belirlenmistir. Plazmin ilaveli UHT igcme sutleri ile kontrol
grubu sutlerin viskozite degerlerinin depolamanin 56.
ginine kadar esit (4 cP) oldudu; ancak sonrasinda
plazmin ilaveli UHT igcme sutlerinin viskozite degerinin
artarak depolama sonunda yaklasik 36 cP’ye ulastig
tespit edilmistir. Elektroforez ile yapilan analizler
sonucunda, plazmin ilaveli UHT i¢cme sutlerinde
B-kazeinin a-kazeine gore daha hizli hidrolize ugradigi,
23 hafta sonunda a ve B-kazeinin tamaminin hidrolize
oldugu, k-kazeinin ise tespit edilebildigi belirlenmigtir.
Calisma sonunda digsUk konsantrasyonda plazmin
varliginin UHT icme sutlerinde jellesmeye neden oldugu
degerlendirilmistir [44]. Plazmin aktivitesinin UHT icme
sutlerindeki jellesme sorununa etkisinin arastirildigi
baska bir galismada, 72 ve 95°C’lerde 180 saniye 6n
Isitma islemi uygulanan sitler 150°C’de 0.2 saniye
tutulduktan sonra aseptik paketlenerek 20°C’'de 16 hafta
depolanmistir.  UHT  isleminden sonra yapilan
analizlerde, 72°C’de o6n isitma uygulanan UHT igme
sutlerinde plazmin ve plazminojen aktivitelerinin
sirasiyla %30.9 ve %14.0 oldugu, 95°C’de 6n Isitma
uygulanan UHT igme sutlerinde ise plazmin ve
plazminojen aktivitesinin olmadigi belirlenmistir. On
Isitma iglemi 72°C’de uygulanan UHT i¢cme sutlerinde
depolama suresince plazminojen aktivitesinde azalis;
plazmin aktivitesinde ise artig oldugu saptanmistir. S6z
konusu durumun plazminojen aktivatorlerinin sicakliga
karsi direngli, plazmin ve plazminojen aktivator
inhibitorlerinin ise hassas olmasindan kaynaklandigi
belirtiimistir. Depolamanin 6. haftasinda 72°C’de 6n
Isitma islemi uygulanan UHT igme sutlerinde acilasma
basladigi, 10. haftadan sonra sutlerin  bulundugu
siselerin dibinde yumusak ve kirilgan bir jel tabakasinin
olustugu ve 16. haftadan sonra sitin tamamen jellestigi
tespit edilmistir. Depolama slresinin sonunda 95°C’'de
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on i1sitma islemi uygulanan UHT icme stlerinin viskozite
degerlerinin dedismedigi, jellesme ve ¢Okelti sorununun
olmadigi saptanmigtir. UHT isleminden sonra 72 ve
95°C’de 6n i1sitma uygulanan sutlerin viskozite degerleri
siraslyla 2.0 ve 2.5 mPas olarak belirlenirken, 72°C’de
on 1sitma islemi uygulanan UHT i¢cme sutlerinde 10.
haftanin sonunda ortalama viskozite degeri 13.6 mPas
olarak tespit edilmistir. Kromatografik analizler
sonucunda, 72°C’'de 6n isitma uygulanan UHT i¢me
sltlerinde en hizli pargalanmanin  B-kazein A!
fraksiyonunda oldugu ve bunu sirasiyla asi-kazein ile
B-kazein AZnin takip ettigi belirlenmistir. On 1sitma islemi
72°C’de uygulanan UHT igme siitlerinde meydana gelen

jellesmenin B-kazein A' ve asi-kazeinin  %95'inin
parcalanmasindan sonra; aci tadin ise [-kazeinin
yaklagik %75’inin ve asi-kazeinin %70’inin

parcalanmasindan sonra olustugu tespit edilmistir. 3- ve
as-kazein orijinli polipeptitlerin jel kisminda satun sivi
kismina gore daha fazla miktarda bulundugu, k-kazein
ve peyniralti suyu proteinlerinin ise jel ve sivi kisimda
hemen hemen ayni miktarlarda oldugu saptanmistir. k-
kazein ve peyniraltt suyu proteinlerinin jel yapisinda
diger kazein fraksiyonlarina gore daha dusuk
miktarlarda bulunmasindan dolayi jel olusumunun temel
nedeninin  serbest hale gecen [Bk-bilesiklerinin
olmayabilecegi bildirilmigtir [45]. Plazminin aktivitesi
sonucu UHT igme sitlerinde olusan acilasmaya ve
jellesmeye neden olan peptitlerin tanimlanmasinin
amagclandigi baska bir calismada ise, stite 6nce 74°C’de
180 saniye 6n Isitma islemi sonrasinda ise 150°C’de 0.2
saniyeden daha kisa sure UHT islemi uygulanmigtir.
UHT islemi uygulanan sutler aseptik ambalajlanarak 14
hafta suresince 20°C’de depolanmistir. Depolama
suresince UHT igme sitlerinde 36 adet as2-kazein, 31
adet asi-kazein ve 17 adet B-kazein orijinli olmak Uzere
toplam 84 farkli peptit belirlenirken, 66 peptidin sadece
plazmin aktivitesi sonucu olustugu tespit edilmistir. S6z
konusu peptitlerin  23’Gnin  UHT igme sdtlerinde
acillasmaya neden olabilecedi ve asi-kazein ile asz-

kazein  orijinli  peptitlerin  aci  tat  olusturma
potansiyellerinin B-kazein orijinli peptitlere gére daha
yuksek oldugu belirlenmistir. Calismada, kazein
miselinin i¢ kisminda oransal olarak daha fazla bulunan
B-kazein ile as>-kazeinin depolamanin ilk 4 haftasinda
UHT igme sitlerinde ylksek oranda pargalanmasinin
tespiti ile plazminin kazein miseli igerisine nifuz
edebilme yetenegine sahip oldugu ortaya konulmusgtur.
Ayrica, plazminin etki etmek icin kazein miselinin sutin
serum fazi ile temas halinde olan hidrofilik bolgelerine
yuksek; hidrofobik ve fosforilize bdlgelerine ise daha az
ilgi gosterdigi saptanmistir. Plazminin kazein-kazein ve
kazein-kalsiyum fosfat baglarinin bulundugu bdélgeleri
hidrolize etmesi ile misel yapisinin stabilitesinin
bozulmasinin ve misellerin bir araya gelmesinin UHT
icme sutlerinde jellesme nedeni olabilecedi bildirilmistir
[46].

Plazmin ve Bakteri Proteinazlari

Plazmin ile bakteri kaynakli proteinazlar, UHT i¢cme
sutlerinde farkli hidroliz Grdnlerinin ve jel yapisinin
olusumuna yol agmaktadir. Bakteriyel proteinazlar, UHT
icme sutlerinde koyu kivamli pihti ve jel tabakasinin
olusumuna neden olurken, plazmin etkisi ile sit
yuzeyinde o©once kremamsi bir tabaka olusmakta
sonrasinda ise bu tabaka kalinlasarak teleme benzeri
yapilya donusmektedir. Plazminin neden oldugu jel
yapisi kismen parcalanmis kazein miselleri ve zayif
misel baglantilarindan olugmaktadir. Bakteriyel
proteinazlarinin etkisi ile olusan jel yapisi ise plazminin
neden oldugu jel yapisina gdre daha siki bir protein
agina sahip olmakla birlikte, daha fazla kazein miseli ve
misel agregatlar icermektedir (Sekil 2). Plazmin ve
bakteriyel proteinazlarin kazein Uzerine farkl etkileri
sonucunda olusan pargcalanma  Urdnleri  cgesitli
kromatografik ve elektroforetik yontemlerle analiz
edilerek UHT igme sutlerinde jellesmenin kaynagi tespit
edilebilmektedir [13].
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Sekil 2. Plazmin ve bakteriyel proteinaz enzimlerinin kazeine etkisi (Anonim [48]'den uyarlanmistir.)



UHT icme sitlerinde plazmin ve bakteriyel proteinaz
olan AprX enziminin sut proteinleri Uzerine gosterdigi
farkli hidrolitik etkilerin arastirildigi bir galismada; farkl
oranlarda AprX enzimi (10, 20 ve 50 ug/mL) ilave edilen
UHT i¢gme sutleri oda sicakhiginda ve 42°C’de, plazmin
(0.8, 1.6 ve 2.4 pyL/mL) ilave edilen UHT igme sutleri ise
oda sicakhginda ve 37°C'de 6 hafta siresince
depolanmistir. Oda sicakliginda depolanan, 20 ug/mL
AprX enzimi ve 1.6 pL/mL plazmin iceren UHT icme
sutlerinin her ikisinde de 4. haftada jel yapisinin
olustugu, artan enzim konsantrasyonu ve depolama
sicakhdi ile birlikte jel yapisinin olusmasi i¢in gereken
surenin kisaldigi belirlenmistir. AprX enziminin etkisi ile
olusan jel yapisinin plazminin etkisi ile olusan jel
yapisina gore daha sert, serum kisminin ise daha az
opak oldugu saptanmistir. Enzim ilave edilmeyen UHT
icme sutlerinde partikil boyutu dagilim yogunlugunun
ortalama 200 nm oldudu ve depolama sonuna kadar
degismedigi, bununla birlikte depolama suresince AprX
iceren UHT icme sutlerinde partiktl boyutunun arttigi ve
dagilim yogunlugunun 500 nm ile 1 ym arasinda oldugu
belirlenmigtir. Plazmin iceren UHT i¢cme sitlerinde ise
depolamanin 3. haftasinda partikil boyutu
yogunlugunun 200 nm’den kaguk, 200 nm ile 1 ym arasi
ve 1 um’den blylk olmak Uzere ug farkh aralikta dagilim
gosterdigi  tespit edilmistir.  Yapilan kromatografik
analizler sonunda, AprX enzimi ilave edilen UHT i¢cme
sutlerinde «k-kazeinin depolama sulresince tamamen
hidrolize ugradigi ve AprX enziminin sirasiyla en fazla
K-, B-, asi-kazeine etki ettigi saptanmistir. Plazmin ilave
edilen UHT i¢cme sutlerinde jel yapisinin olusmaya
baslamasiyla birlikte B-kazein A! ve asi-kazein 9P
fraksiyonlarinin ~ tamamen  hidrolize  oldugu ve
jellesmenin baglamasi igin toplam - ve asi-kazeinin
%60’inin hidrolize olmasi gerektigi belirlenmistir. Ayrica
calismada, AprX enzimi ve plazmin ilave edilen UHT
icme suitlerinde jel yapisinin olugsmasi igin enzim
konsantrasyonu ve depolama sicakligindan bagimsiz
olarak toplam protein hidroliz derecelerinin sirasiyla
yaklasik olarak %1.3 ve %2.1 oldugu ortaya
konulmustur [47]. Yapilan baska bir calismada, UHT
icme sutlerine 200 mL/L bakteriyel proteinaz ve 100
mg/mL plazmin eklendikten sonra 40°C’de 3 saat inklibe
edilmistir. Hem enzim eklenmis UHT igme sutlerinin hem
de enzim ilave edilmeyen kontrol grubu UHT i¢cme
sutlerinin inklibasyondan sonra %12’lik trikloroasetik asit
(TCA) ile pH 4.6'da ¢6zlinen protein fraksiyonlari RP-
HPLC (Ters faz ylksek basing sivi kromatografisi)
kullanilarak incelenmistir. Bakteriyel proteinaz iceren
UHT i¢gme sltlerinde pH 4.6’da ¢0Oziinen protein
fraksiyonlarina ait kromatogramda sadece analizin ilk 20
dakikasinda kolonu terk eden metabolitlerin bulundugu;
plazmin eklenen UHT icme sutlerinde ise analizin 20 ile
40. dakikalari arasinda da kolonu terk eden metabolit
grubunun oldugu saptanmistir. Analizin ilk 20
dakikasinda belirlenen metabolitlerin, 20 ile 40.
dakikalar arasinda belirlenen metabolitlere gore asitle
daha iyi ¢6zlndligu, daha az hidrofobik Ozellikte ve
daha kiglk molekil agirhginda oldugu belirtilmigtir.
Enzim ilavesi yapilmayan kontrol grubu UHT icme sitleri
ile plazmin ilave edilen UHT igme sutlerinin TCA’da
¢ozunen protein fraksiyonlarina ait kromatogramlarin
benzer oldugu tespit edilirken, UHT i¢me sitlerinde
plazmin aktivitesi sonucu olusan metabolitlerin TCA’'da
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¢ozinmedigi belirtiimistir. Bununla birlikte, bakteriyel
proteinaz ilave edilen UHT icme sitlerinde TCA'da
¢ozinen protein fraksiyonlarina ait kromatogramda
analizin ilk 20 dakikasinda kolonu terk eden
metabolitlerin oldugu saptanmistir. Calismada ayrica
100, 500, 1000 ve 2000 mg/mL plazmin eklenen UHT
icme sutlerinde floresamin yontemiyle belirlenen TCA’da
¢bziinen protein fraksiyonlari miktarlarinin sirasiyla
0.09, 0.12, 0.16 ve 5.0 mmol/L; pH 4.6’da ¢b6zinen
protein fraksiyonlari miktarlarinin ise sirasiyla 3.4, 4.1,
5.8 ve 11.6 mmol/L oldugu tespit edilmistir. Dusuk
konsantrasyonlarda plazmin iceren UHT igcme sutlerinde
TCA'da ¢ozlnen protein fraksiyonlarinin
onemsenmeyecek miktarlarda oldugu; ancak ylksek
konsantrasyondaki plazmin etkisi ile UHT sutlerde fazla
miktarda TCA’da ¢O6zlnebilen aminoasit ve kuiguk
molekdl  agirhkli  peptit  Gretiminin  gerceklestigi
belirtilmistir [49].

SONUG

Sit endustrisinde UHT iglemi, dusuk enerji tiketimine
sahip olmasinin yaninda, sitlerin uzun siire muhafaza
edilebilmesini ve ortam sicakliginda depolanabilmesini
sagladigi icin diger 1sil igslem ydntemlerine gbre daha
fazla tercih edilmektedir. UHT icme sutleri oda
sicakliginda 6-9 ay muhafaza edilebilse de, suttiin dogal
enzimlerinden olan plazmin ve plazmin sistemi enzimleri
ile ylksek sicakliga direncli bakteri proteinazlari UHT
icme sutlerinde depolama siresince jellesme sorununa
yol agmaktadir. Jel olugsumu ile viskozitesi artan UHT
icme sitlerinde proteoliz sonucu olusan bilesiklerin
neden oldugu acilasma meydana gelmekte ve sonug
olarak sutiin raf 6mri kisalmaktadir. UHT igme sitlerinin
raf Oomrinl etkileyen diger faktorler; yas, laktasyon
dénemi ve hastallk durumu gibi sutin elde edildigi
hayvana o6zgu o6zellikler ile mevsimsel degisikliklere
bagli olarak farklilk g0steren sutin bilesimi ve
mikrobiyal kalitesi, UHT isleminin degiskenleri ve
depolama sicaklidi olarak siralanabilmektedir. Konu ile
ilgili yapilacak c¢aligmalarda, UHT i¢cme siitlerinin
muhafaza sirelerini uzatabilmek i¢in s6z konusu tiim
faktorlerin etkisinin detayli olarak incelenmesi ve
enzimlerin  neden  oldugu  proteolitik  etkilerin
engellenmesine veya kontrol altinda alinmasina yonelik
uygulamalarin arastiriimasi gerekmektedir.
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