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KONSANTRE YOGURT JELINIiN OLUSUMUNDA ETKILi FAKTORLER
Il. HIDROFOBIK VE IYONIK iNTERAKSIYONLARIN ROLU*

FACTORS EFFEETING THE FORMATION OF CONCENTREATED YOGURT
GEL Il. THE ROLE OF HYDROPHOBIC AND IONIC INTERACTIONS

Barbaros H. 6ZER
Harran Universitesi Ziraat Fakiltesl Gida Biliml ve Teknolojisi Balumi, SANLIURFA

OZET: 80U ¢alismada, hidrotoblk ve iyonik interaksiyoniann koyulagtinimig yogun jellerinin fiziksel Szellikleri tizerindeki roldl aragtinlmigtir, Kon-
santre yofjurt Gretiminds, ultrafiltrasyon (UF), reverse osmosis (RO) ve direk rekonstitiisyon (DR) teknikler kullarulmgtir. Yogurttann fiziksel 6zellik-
leri bir dinamik reometre arac4ilig ite Slglilmigtir. Reometrenin ¢aligma parametreler 1,5%10°%-1,5x10"" mNm ve frekans: 0.25 Hz olarak kalibre
edilmigtir. Farkli kurumadde artinm tekniklerinin sit proteinlerinds yarattigj dedigimler Ise dofal-poliakrilamid lel elektroforez ile Incelenmigtir.

Sonuglara gére, hidrofobik interaksiyonlarin en az kovalent baflar kadar yodunt jelinin olugumunda etiin rol oynadi§ saptanmighir.
2°C'de glucono-delta-lactons ile asitiendirilen yofurilarda pihtinin son derece zay:f oldufu ve proteinler arasi interaksiyonlann tamamlanmadif
gézlenmigtir. Buna kargin, CaCly katimi UF-yofurt diginda t0m émeklerde herhangi bir fiziksel defigime neden olmanugtir. Ancak, UF-yojurtta
CaCly konsantrasyonuna badl ofarak dereceli bir dilgig saptanmigtir.

ABSTRACT: In this study, the role of hydrophobic and ionic interactions on the physical properties of cencentrated yoghurls was investi-
gated. In the concentration of milks, ultraflitration (UF}, reverse osmosis (RO) and direct reconstitution {DR} techniques were employed. The
physical properties of test yoghurts were analysed by means of a dynamic oscillatory rheometer. The parameters of rheometer were calibra-
tad as 1.5%10°2-1.5x10°1 mNm amplitude range at 0.25 Hz. The changes in the protelns causad by total solids elsvation techniques were mo-
nitored with a native-palyacrylamide gel electrophoresis.

According to the results obtained, the hydrophobic interactions ars imponant in the formation of acid-casein gels as much as cova-
lent bonds. It was noted that the stability of gels set by acidification chemically at 2°C was very poor and the Interactions betwaen caseins and
whey proteins were incomplete. On the other hand, the addition of CaCl, did not lead to any changes in the physical properties of concentra-
ted yoghurts with the exception of UF-yoghurt. In the UF-yoghurt, a gradual decrease in the gel firmness was obsarved with the increase in
the concentration of CaCl,.

GiRis

Is1 ile ind(iklenmig bir asit-kazein jeli olarak tamimlanan yogurt jeli, degisik protein interaksiyon kuvvetle-
rinin yer aldigi dinamik bir denge halindedir. Gergekte, (s uygulamas ile reaksiyona agtk hale gelen tiol grup-
Jannin disiilfit gruplan ile asitik geligimine badl olarak ara degigim reaksiyonu gostermesi, yogurt jelinin ag
yapisinin olusumunu olanakll kilmaktadir. Birincil dneme sahip bu tip kovalent interaksiyonlar, hidrofobik,
elektrostatik, hidrojen, Van der Waals ve sterik interaksiyonlar ile iyonik badlar gibi diger baz) interaksiyon kuv-
vetterince desteklenmektedir. Elektrostétik, sterik ve Van der Waals interaksiyonlan, protein molekilinin ya-
zey yiiklerinin dagihmi ve molekilllerarasi uzaklik ite ilgili olup etkinlikleri asitlik geligimine ve tuz konsantras-
yonuna bagimlilik géstermektedir. Hidrojen baglan tek bagina zayif ancak toplu halde gugli bir bag Szelligi
gostermeltedir ve kazein miselleri arasindaki interaksiyonlardan gok mise! igindeki kazein molekiilierinin inte-
raksiyontarinda etkin rol oynamaktadirdar. Bu baglamda, bu interaksiyon tipinin dolayh olarak yogurt jeli clugu-
munu destekledigi ileri strllebilir.

Hidrofobik baglar ile iyon-tuz koprileri yodurt jelinde kovalent olamayan baglarin olusumunu destekie-
yen en dnemli interaksiyon kuvvetleridir. Hidrofobik baglar basit anlamda, bir swi igerisinde yer alan apolar
gruplar arasindaki yakinlagma egiliminden kaynaklanmaktadir. Eger apolar hidrokarbon molekiilleri su igeri-
sinde yer alirsa, su molekiilleri hemen bu gruplann yiizeyini bir kafes gibi sarar (BURLEY ve PETSKO, 1988;
ISRAELACHVILI, 1992). Tiimilyle hidrojen bajlarindan olugan bu kafes yapisi siirekli-dinamik (continuous-
dynamic) bir ag yapisi olugturur. Aynt zamanda sistemin yapisal entropisinde diigme meydana gelir. Entropi-

* Bu ¢alsma Dr. Barbaros OZER'in doktora galismasinin bir pargasidir,
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de meydana gelen bu diigis sistemin entalpik dogas tarafindan dengelenmeye galisilir. Hidrokarbon mole-
kdlleri, entropi diigligGini minimize etmek igin yiizey alantarint kiigliltme egilimine girerler ve bu amagla apolar
gruplar arasinda bir yakinlagma meydana gelir. Hidrofobik gruplanin yarattigi entropi degisimleri ile indilklen-
mig hidrokarbon interaksiyonlan "hidrofobik etk olarak tanimlanmaktadir (ROEFS, 1988; KONNING ve VIS-
SER, 1992).

Tuz képrileri (6zellikle Ca*2 kdprileri) rennet jellerinde af yapisinin olugsumuna etki eden temel kuv-
vettir (FOX, 1992). Buna kargin, zaman zaman dnerilmesine ragmen (RASIC ve KURMANN, 1978) yogurt jeli-
nin olugumunu desteklemek amaciyla Ca*2 katimi pratik bir uygulama alani bulamanmigtir. Ortamin tuz kon-
santrasyonundaki degisim dogal olarak elektrostatik, Van der Waals ve sterik interaksiyonlann etkinliginde de
dedigimlere yol agmaktadir.

Elektrostatik interaksiyonlann olugumu tamamiyla molekuller aras) uzakiik ve yiizey yiklerinin dagilimi
ile iigili oldufjundan tuz képriileri ile yakinlagan molekilller, elektrostatik olarak da desteklenmektedir. Pozitif ve
negalif yikli gruplar arasindaki gekim iligkisi DLVO teorisi ile (Deryagin, Landau, Verwey, Overbeek) agiklan-
maktadir (HIEMENZ, 1986). Bu teoride, gekim kuvvetleri Van der Waals gekim kuvvetlerinden kaynaklanmak-
tadir (Va=-Ar/12 H) (WALSTRA ve JENNES, 1984). Buna kargin, itme kuvvetleri ise yUkil gruplanin yiizey
elektrik potansiyelleri ile ylizeydeki elektrik bulutunun kalinligi ife ilgilidir. Yogrut sitiine katilan Ca*2 iyonlar),
iyonik glic degistirdijinden molekiiller arasi uzakhk kisaimakta ve elektrostatik interasiyonlarin etkinligi art-
maktadir. o

Yogurt jelinin olustimunda yer atan tim interaksiyon kuvvetleri kazeinin moleklleri arasindaki baglant
sayilanim ve dolayistyla jelin fiziksel 6zelliklerin etkilemektedir. Bu ¢alismada, hidrofobik ve iyonik interaksi-
yonlann konsantre yogurttarin reolojik &zellikleri (izerine etkileri aragtiniacaktir.

MATERYAL VE METOT

Cahigmada, yogurt Uretiminde rekonstitGye yagh siittozu (Adams Food Ingradients, Leek, Staff., Ingilte-
re) kullarimigtir. Rekonstitisyon ile %16 {(w/v) kurumaddeye ayarlanan stitler ardidan:

a) Ultrafiltrasyon (UF)

b) Reverse osmosis (RO)

¢) Direk rekonstitisyon (DR)

yontemleri ile ~ %23 (w/v} kurumadde konsantrasyonuna dek koyulagtirmiglardir. %16 kurumaddeli
dérdiincit kisim sit kontrol drnegi olarak konsantre edilmeksizin denemeye alinmigtir.

Yogurt yapiminda TAMIME ve ROBINSON (1985) tarafindan énerilen metot uygulanmigtir. Buna gbre;

a) Ist uygulamasi: 85°C'de 20 dakika boyunca gift cidarll buhar kazanlarinda (Vat-teknigi),

b) Sogutma: Kazan cidarlanindan buzlu-su sirkillasyonu ve sirekli kangtirma yolu ile,

¢) Inokiilasyon ve inkibasyon: 42°C'deki siitlere %2 (v/v) kiltir katimi [Streptococcus thermophi-
lus/Lactobacillus delbrueckii sub-sp bulgaricus kangim kiltirl katimi ile {(CH-1, Chr. Hansen, Reading, ingil-
tere)] ve pH 4.0'a kadar.

On denemeler sonunda, geleneksel yéntemle (torbada siizme) Uretilen konsantre yogurtlarda siizGime
sonrasi pH dederi 4.0-4.1 arasinda bulunmugtur. Bu ylzden bu deder inkilbasyon sonu igin baz ainmigtir.

Aragtirmada kullanilan kurumadde artinm yéntemlerinin ayrintils &zellikleri asagida sunulmusgtur:

A. Ultrafiltrasyon (UF): Paterson Candy marka pilot UF-aleti (Paterson Candy, Whitchurch, Hampshire,
Ingiltere, tipi ES 625) kulianiimigtir. Aletin seperasyon etkinlik sinin 25.000 dalton molekil agirhigidir. Borulu
(tubular) tip polieter siilfon membran materyali kullanilmistir. Membran yiizey alam 0.8mZ'dir. Girig (inlet) ve
¢ikis (outlet) basinglan sirasiyla 0.3 ve 0.1 MPa'dir. Ultrafiltrasyon 50+1°C'de gergeklestirilmigtir ve besleme
tankinin cidarlarindan buzlu-su sirkiilasyonu ile stcaklik artisi kontrol altinda tutulmusgtur.

B. Reverse Osmosis (RO): Reverse osmosis ile konsantrasyonda Paterson Candy marka (tipi ZF 99) pi-
lot RO aleti kullaniimigttr. Borulu (tubutar) polieter stilfon membran iginden 2.0 MPa transmembran basinc: ile
gegirilen sttin membran ile temas yiizeyi 1.2m?dir. Reverse osmosis boyunca sicaklik 50+1°C'de tutulmustur.
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C. Direk Rekonstitusyon (DR): Yaklagik %22-23 KM'yi saglayacak oranda sittozunun su iginde ¢dziin-
diriilmesi (40°C'de) ile elde edilen sit yukanda tarif edilen yonteme gére yogurda déndgtirilmagtar.

Orneklerin fiziksel niteliklerinin belilenmesinde parale! plakall, kuvvet-kontrollit (controlled-stress) dina-
mik reometre kullantmigtir (Rheo Tech, int., Leads, ingiltere). Plaka ¢api 10 mm, plakalar arasi bogluk 1 mm
(6rnek kalinhig) olarak kalibre edilmistir. On denemeler ile belilenen amplitiid araligi ve frekans degeri sira-
styla, 1,5x102-1,5x10"1 mNm ve 0.25 Hz'dir. Olglim sicakhigi 25°C'dir. Tiim iglemler bilgisayar destekli ortam-
da gergekiegtiriimis ve sonuglar elastik (G') ve viskoelastik (tan &) modil olarak Paskal cinsinden ifade edilmigtir.

Elektroforetik ¢alismalar, dogal-P.A.G.E elektroforezi aracihidi ile Laemmli yontemine gére yapilmgtir
{LAEMMLI, 1970}). Toplam monomer konsantrasyonu %12.5 olarak belirlenmigtir. Omek, protein standardlan
ve molekill agithgr standardlart miktarlar sirasiyla 25 pl, 20 pl, ve 10 pl'dir. Jeller 200 volt sabit voltaj ve 60
mA sabit akim kogullatinda yiratdimiglerdir. Toptam jel yiiritme slresi 1 saat olarak belitlenmigtir,

SONUG ve TARTISMA

Glucono-delta-lactone kullanitarak 2°C'de asitlendirme yolu ile elde edilen jellerin reclojik ézellikleri $e-
kil 1 ve 2'de sunulmaktadir. Genel olarak, tim drneklerde pihti sikiligh son derece zayif bulunmus ve uygula-
nan kuvvete bagh olarak bir pihti deformasyonu gbzlenmigtir (kesikli gizgi ile belirlenen bélge). Diigiik ampli-
tid araliinda olugan lineer viskoelastik bélge ve ardindan olugan deformasyon (ylksek amplitid araligi-
yliksek kuvvet uygulamasi) tim dmelkderde ayni tip interaksiyonlann gergeklestigini gostermektedir, Tan & de-
gerleri interaksiyon tipi hakkinda bilgi veren dnemli bir parametredir ve dolayisiyla farkl interaksiyon tiplerinin
varh@ durumunda, 6meklerin tan & degerlerinde belirgin farklihiklann olusmasi beklenmektedir. UF-yogurt,
yiiksek protein igerigine ragmen {~%9, w/v), daha duguk protein igerikli DR-yogurt ve RO-yogurt {(~% 5.5-6.0,
wiv) ile aym noktada belirgin bir deformasyona ugramigtir. Bu olay hidrofobik interaksiyonlarin jel olugumunda
yer alan en 6nemli interaksiyonlardan birisi oldugunu gostermektedir.
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ekil 1. Kimyasal yolla asitlendirilmis konsantre yogurtlarin elastik modilleri (G'). Sonuglar sekiz msiz gzlemin ortalama-
yasal y I§ y E
sidir (n=8), Noktah ¢izgiler deformasyon sonrasi jel dzelliklerini gostermektedir. Diiz ¢izgiler ise lineer viskeelastik bil-
geyi (deformasyon yok) temsil etmektedir. Standard hata gizgileri sembol boyutundan daha kilgiik oldugu igin gozik-
memektedir.
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Zayf jellerde piht stkii§l ya da genel anlamda reolejiyi belirleyen en belirgin unsur protein baglannin
enerji absorbsiyonudur. Bu absorbsiyon ise interaksiyona giren protein partik(ili ya da molekilii sayisi ve da-
gilimi ile ilintilidir. Helmholtz enerjisi (dA=dU-TdS) ile karakterize edilen enerji absorbsiyonu sicakiga bagimli-
dir ve sicakhk arhigl ile azalig gostermektedir, Yogunt jeli gibi zayif asid jellerinde pihti olugumu igin bir mini-
mum Helmholtz aktivasyon enerjisi zorunludur. Dolayisiyla digiik sicakliklarda Helmholtz enerji degerindeki
ylkseklik daha az sayida protein interaksiyonunun varigimn kanitidir. Yogurt jelinin metastabil yapist bu
enerji degerinin minimumda dengede tutulmasi ile korunabilmektedir. Pthtinin kinimasi ya da agin asidifikas-
yon gibi etmenler ile bozulan enerji dengesi nedeniyle tekrar eski kogullar saglansa bile jelin ilk formuna dénmesi
olanaksizdir. Jellegme sicakhinin diig@iriiimesi ile yalnizea B-kazein kazein miselinden ayriimamaktadir.
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$ekil 2. Kimyasal yolla asitlendirilmiy konsantre yogurtlarn tan & degerleri. Sonuglar sekiz bajnmsiz gézlemin ortalamasidir
(n=8). Noktals ¢izgiler deformasyon sonras: jel dzelliklerini gistermektedir. Diiz ¢izgiler ise lineer viskoelastik bilgeyi
(deformasyon yok) temsil etmektedir. Standard hata ¢izgileri sembol boyntundan daha kticiik oldugu icin gbzitkmemek-
tedir.

Aym zamanda Helmholtz aktivasyon enerjisi artmaktadir, Ayrica, isi ile indiklenmig k-kazeir/B-laktoglobulin
interaksiyonu da bir dereceye kadar engelienebilmektedir. Bu spesifik interaksiyon tiol/ distifit aradegigim re-
aksiyonundan sonra ikincil olarak hidrofobik interaksiyonlar tarafindan desteklenmektedir (DOl ve ark., 1983;
HAQUE ve KINSELLA, 1988). Burada f-laktoglobulin'in tirozin rezidileri belirleyici rol oynamaktadir (DZIUBA,
1979). Pihtinin reolojik dzelliklerinde, jellesme sicakligina bagh olarak gézlenen degigimin yani sira, protein
konsantrasyonuna kargi bir bagimlihk da dikkat gekmektedir (Sekil 1 ve 2). Aymi kuvvet noktasinda deforme
olmalarina ragmen, deformasyon éncesi lineer viskoselastik bélgede UF-yogurt en yiksek elastik moddli (G')
verirken, DR- ve RO- yogurilar birbiderine yakin ve UF-yogurttan daha disik elastik modllere sahip olmus-
lardir. Kontrol yogurdu (%16 KM, %42 protein) ise, hem gok daha diigiik elastik modiil degerini vermis hem de
daha dligik amplitidlerde deforme olmugtur.

Dogal-poliakrilamid jel elektroforezi {Native-P.A.G.E) ile digiik sicaklikta asitlendirilen émeklerde x-
kazeinin dedismeden kaldifi ve k-kazein/B-laktoglobulin interaksiyonunu temsilen yeni bir bandin olugmadig:
gdzlenmigtir ($ekil 3). f-laktoglobulin ve o-laktalbumin bantlannin kaybolmasina kargin yeni bir bant olugsma-
masi, digik sicaklikta serum proteini ile k-kazein arasindaki interaksiyonun vari§ini, ancak hidrofobik inte-
raksiyonlar ile desteklenmedigi icin bu elektroforez teknigi ile belilenemeyecek kadar diiiik diizeyde gergek-
legtigini gdstermektedir. '
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Sekil 3. Glucono-3-lactone (3 g/100 ml siit) ile asitlendiriimig test yogurtlarmn dogal-poliakritamid jel elektroforez Srnekleri. a)
Kazein standardlari, b) Serum proteinleri standardlari, ¢} Kontrol (16%XKM), d} UF-yogfurt (23%KM), ¢) RO-yogurt
(23% KM), g) DR-yogurt (23%KM). ' o

Yogurt jelinin olusumunda etkili bir diger faktér de iyonik interaksiyonlardir. Bu interaksiyonlarin kon-
santre yogurt sistemlerindeki roliinG aragtirmak igin degisen oranlarda (0-35 mmolfl) kalsiyum klorit (CaCly,)
siitlere ilave edilmigtir. CaCl,'nin yogurdun reolojisi Gzerine etkileri $ekil 4 ve 5'de gosterilmektedir. Buna gb-
re, CaCl, katim UF-yogurt hari¢ dijer drneklerde reolojik degisime yo! agmamigtir. Buna kargin UF-
yogurtta artan CaCl, konsantrasyonuna paralel, elastik modide dereceli bir diiglig gézlenmigtir. Tahminen,
UF-yogurtta yiiksek protein igerigine bagh olarak daha fazla sayida protein/protsin interaksiyonu meydana
gelmigtir, Benzer sonuglar ROEFS (1986) ile ROEFS ve van VLIET (1990) tarafindan da elde edilmigtir. Bu
aragtinicilar, NaCl ve CaCl, igin bir egik degerinin (10 mmol/kg) agtimasi durumunda kazein molekiillerinin
biraraya gelme egiliminin giddetle arttigini ve biiylk kolloidal partikiitierin ofugtugunu ileri sirmiglerdir. Olu-
gan bu blytk partikiiller asitlendirme ile kismen stabilitelerini yitimekte ve genig gdzenek gaph, kaba bir ad
yapisinin olusmasina neden olmaktadir. Ca*2 iyonlan negatif yiiklii proteinlere baglanarak proteinleraras:
itme egilimini azaltici etki yapmaktadir. Sonugta proteinler arasinda pH'ya bagh bir yakinlagma gdzlenmek-
tedir (LUPANO ve ark., 1992; LEAVER ve ark., 1995). Diigiik pH degerlerinde (pH < 4.0), CaCl, konsantras-
yonundaki artig ile pihti sikhdi azalmaktadir. Bunun temel nedeni proteinleraras! agin yakinlagma ve so-
nugta, interaksiyonlardir. Yiiksek ve diigiik protein igerikli yojurtiardaki C.s\'C}i2 katimina bagh olarak meyda-
na gelen farkliigin nedeni muhtemelen yiksek protein igerikli sitlerde daha fazla sayida proteinin reaksiyo-
na agik olmasider.
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Sekil 4. CaCl, katkili konsantre yogurtlarin elastik modiilleri (G"). Sonuglar sekiz bajimsiz gizlemin ortalamasidir (n=8). Stan-
_ dard hata gizgileri sembol boyutundan daha kilctik oldugu icin gbzilkmemektedir.
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Sekil 5. CaCl, katkil konsantre yogurtlarn tan 3 degerleri. Sonuglar sekiz bag:ms;z gozlemin ortzlamasidir (n=8). Standard ha-
ta gizgileri sembol boyutundan daha kilgtik oldugiu icin gbzilkmemektedir. '

Elektroforez denemeleri sonunda CaCl, katkih drneklerde B-laktoglobulin ve a-laktalbumin'in kay-
bolmasi ve x-kazein/ B-laktoglobulin kompleksini temsilen yeni bir bandin olugumu CaCl, konsantrasyo-
nundan bagimsiz olarak gergeklesmigtir (Sekit ). c-kazein ve B-kazein CaCl,'den etkilenmemigtir. Sekil
6'da gorilebilecegi gibi UF-yodurita x-kazein/B-laktogiobulin bandi hem diigitk {5 mmol/L) hem de yiksek
(35 mmol/L) konsantrasyonda gdreceli olarak daha az belirgindir. Bunun nedeni, agir derecede agregas-
yona ugrayan kazein partikiillerinin, molekdiler igi (intra-molecular) ve molekiiler aras (inter-molecular)
interaksiyonlar ile olugmus daha biiyiik yapilarin (conglamerates) olugumunun tegvik etmesidir. Bu blyik
agregatlar iginde tahminen daha ¢ok sayida x-kazein gémild cldugundan (diger bir itade ile reaksiyona
kapali oldugundan) bu proteinlerin serum proteinleri ile interaksiyonu UF-sitte daha az diizeyde gergek-
legmig olabilir.

Sonug olarak, UF-yo§udan jel sikhi§inda meydana gelen kismi azalmaya ragmen bu mek en elastik
ve siki jel yapisina sahip drnek olarak bulunmustur ve tim drneklerde aymi tip protein interaksiyonu yer al-
mugtir (tan 3 degerlerindeki yakinhk).
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Sekil 6. CaCl, katilmyg test yogurtlarun dogai-elekiroforez (PAGE) druekleri. a) Kazein standardlart, b) Serom protéini stan-
dardlari, ¢} Kontrol (16% KM), 5 mmol/l, d) UF-yogurt (~ 23%KM), 5 mmol], ¢) RO-yogurt (~ 23%KM), § mmol/, )
DR-yogurt (~ 23%KM), 5§ mmol/, g) Kontrol (16%KM), 35 mmoll, h) UF-yogurt (~ 23%KM), 3§ mmol/, k) RO-yogurt
(~ 23%KM), 35 mmolA, I) DR-yogurt (~ 23%KM), 35 mmolA. (...} Tahmini x-kazein/B-laktoglobulin kompleksi.
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