GIDA (1991) 16 (4) 259-263

Siitiin Rennet fle Pihfilasma Siireci

A- Gor. Uz. Yasar Kemal ERDEM

Hacettepe Universitesi, Ghda Mithendisligi Bolimi — Beytepe - ANKARA

1. GiRIi§

Bazi proteolitik enzimlerin siitli prhtitastir-
ma vyetenedine sahip oldugu bilinmektedir. Bu
enzimler arasinda tecimsel anlamda en yay-
gin kullanifan - preparat rennettir. Rennet pre-
parat igerisinde baskin olarak bulunan enzim
kimozin enzimidir (renin, E. C, 3. 4. 23. 4.).
Kimozin bir endopeptidazdir, molekiiter agirh-
gt 30.700 dalton ve Izoelektrik nokta pH'si
46-47'dir. Si§ir pepsini de (E.C.3.4.23.14) ki-
mozine ¢ok yakin bir etkinlige sahiptir. Ancak
farkll olarak Immunoglobulinleri de hidrolize
edebitmektedir, Sittiin enzimatik pihtilastiriima-
sinda kimozinin kappa-kazein {izerindeki dzgll
proteolitik etkintiginden yararlantimaktadir,

Siitin pthtiya ve peynire donlgtiirilme-
sinde yer alan asal bilesen; kazein'dir. Kazein;
submiselter olarak anilan ve birkag- farkl: frak-
siyonun olusturdugu alt - birimlerin hidrofobik
bagiarla ve tuz kdpriler! [le binarada tutulma-
styla olusturudmus miseller halinde bulunan
kolloida! partikiitlerdir. Misellerin hidrotilik dis
katmanini kappa-kazein igeren submiseller
olusturmaktadir, Kappa - kazeinin kazeinomak-
ropeptid olarak anilan, karbonhidrat igeren C-
terminali, ‘miselden seruma dogru =sag» ben-
zeri gikintilar gériiniimiinde butunmaktadir. Bu
vapiya bagh olarak ortaya ¢ikan ‘elektrostatik
ve sterik itmeyle ve katkida bulundugu yiksek
hacimsellik ile kazein miselinin kolloidal ka-
rarlthigini - koruyucu bir ajan  gorevini distlen-
migtir.

Renotin ‘etkinkigl miselleri afmlan «sag»
cikintitanmine gogunu olusturan (slitiin sofutul-
mas! sonrasinda beta-kazeln de aynt yapiyl
sergiler) kazeinomakropeptidin yapidan uzak-
lagtirlmasi seklinde ortaya gikmaktadir. Buna
bagl olarak sterik ve elektrostatik itme lle
hidrodinamik hacimselik azalir, Bu etkilesim
sonucu ortaya ¢ikan para - kazein miselleri, asit
siit jeli eldesinde oldudu gibi beta-kazeini be-
lirgin bigimde yitirmez. Sicakh@in azalmasi ile
pH'ya karst badimhibk gdstermeksizin, para-

kazein misellerinin hacimselligl artar {WALST-
RA ve JENNES, 1984)

Bilindigi gibi siitln rennet {le indiklemen

- prhtilagtirimast  (Rennetlenmesi) ikt tepkime.

yi igermektedir, pihtilastiric) enzim tarafindan
(kimozin, pepsin, vb) kappa-kazeinin bolln-
mesi ve kolloidal kararhihgmu yitirmig olan pa-
ra - kezein misellerinin flokulasyonu. Ozetle,

Enzim . ’
1. KAZEIN — 5 PARAKAZEIN +
KAZEINOMAKROPEPTID.
- _ . . Ca+?
2, PARAKAZEIN MISEL] ——— 3 JEL

Enzimatik agama olarak antan birinci asa-
mada misellerin diffilsivitesi enzim- molekiili
ile kargilagtirldiginda ihmal edilebilir dilzeyde
oldugu igin 1, dereceden kinetiklere uymakta-
dir. Parakazein misellerinin flokulasyonunun
gergeklestidl ikinci asamada ise Smoluchowski
kinetikleri agiklaywer olmaktadir, Amilan bu
kombing tepkimenin baslangic asamasina ilig-
kin kinetik kuramlar PAYENS (1979), HOOY-
DONK ve WALSTRA (1987a ve 1987b) tara-
findan acrklanmistir, Konuya #iskin tartismalay
halen glincelligini korumaktadir. (Ayrmtih bil-
gi igin bkz, BIJK ve WALSTRA, 1986; GERVAIS
ve CERF, 1983; HOOQYDONK ve BERG, 1982;
HOOYDONK, OLLEMAN ve HAGEDOORN, 1984;
HOOYDONK, HAGEDOORN ve BOERRIGTER,
1986a: 1976b; HOOYDONK ve WALSTRA,
1087a ve 1987b; PAYENS, 1984; PAYENS,
1987; PAYENS, 1989; VLIET ve WALSTRA,
1985).

2. RENNETLE PIHTILASMANIN ENZIMATIK
ASAMASI

Kimozin, en az diger endopeptidaziar ka-
dar iyi bigimde, &zgiil olarak kappa -kazeinin
105 - 106, kalintilar: {Phe - Met) arasmndaki bag
pargalamalctadir. Bu 6zgiil etkinlik sonucu kap-
pa-kazeinin enaz % 95'%- bolinmeltedir. Go-
rece hizli gergeklesen bu tepkimenin  pH 6,7
ve 30°C kosullarindaki siitte yineleme diizeyi
{turn - over} 100 s-! kadardir, :
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Tepkime sirasinda olasthikla kappa - kaze-
inin peptid zincirinin pozitif yiklii bolgesi, ne-

gatif yitkHi enzim molekiiliiniin fuzli ve kolay bir

bigimde baflanmasini istlenmektedir. Bu tep-
“ime igin - Q=% dolayindadir. Tepkime - hiz!
(diizeyi) pH 6,6- yakiminda H+ dyonu etkinligl
itle orantihdir,. Ca+2iyonundan etkilenmez an-
cak belirli bir uyomk dirence. gereak gosterir,

Anilan tepkinme iscmucu kappa - kazein, pa-
rakappa - kazem ve hir lkazellnomakropept[de ay-
rihr, Her ikj prlineptld de farkl ozel]wklere sa-
huptlr Parakappa - 'kazem, silt serumunda ve
ayrica Gat+? bulunmamas:. durumunda tutulabi-
tir. Aymi kosullarda kazeinomakropeptid (serum
proteozu olarak da amlir) Ust'dﬁzeyde Gozil-
nirdiir ve topaklasmaz, uzun bir Ikonformasyon
sergileyerek serumdsy ver alir.

Parakappa - kazein olusum slreci- egagida:
ki denklikler ile agiklanabilir :

. ¥,
E 4+ 8 e———s
|k1
ES —— > E+P 4+ M (1)
|k3-= ’
k,
[Pl e s
P, i=223,4,.... ) “(2)

Burada E:enzim, S:substrat, M :makro-

peptid, P, : topaklagmamig parakappa - kazeir,
P : topaklasan parakappa-kazeini sembolize
etmektedir. (1) denkliginin olusum hizi incele-
necek olursa bunun, Michealis - Mantan egitligi
ile aclklanabllecegi goriikir.

Siitte prhtilasting enzimlerin etkinligi co-
gunlukla ¢bzlindir olan protein azotunun niceli-
ginin saptanmasiyla izlenir, Siitteki toplam azo-
un % 3,8 kadarini kapsayan ¢oziiniir peptidler
gorece hizh bir olusum ‘izlerler, bu birincil
proteoliz kezeinomakro - peptid - . ayrimas ile
kar$|m|za cikar. Ayrica pH ve enzim etkinligi-
ne bagli olarak bir ikincil proteolizin de olur
$umu 86z konusudur

3. PARAKAZE]N MISELLERIN[N
FLOKULASYONU

Fliukul;asyoh igin gereken aktivasyon ser-
best enerjisi dnemll dlglide sterik ve elektros-
tatik itmeye baglidir. «Sag» katrmanin tamami

- frakstyonunun bélinmesi

uzaklastirildiktan sonna flokulasyon, élgiilebilir

bir dlizeye gelmektedir, Parakappa - kazein, kap-

pa - kazeinin -kdruyucu niteligini yitirmigtir, Sod-

- yumparakazeinat pH 6,7'de mM Ca+? aktivite-

sinde ¢tkelmektedir f{sitteki Ca+? ve 'lVI_c,*F2 ak-
tivitest 2 mM'ln altindadir) ve flokulasyon hizi
biyiik dlgide sicakliga bagimlidir, Flokulasyon
hizi, srcakhk distlkce asamalt olarak azalir ve
15°C’de olasilikla sifira iner. Bu sicakik ba-
gimlihgr, sogutma sonucy misel vylzeyinden
seruma dogru ¢ikan beta - kazein zincirlerinin
sterik- ttmesinden kaynaklanabilir. Ancak 30°C
da elde edilen bir je} 5°C'a sofutma ile yani-
den ¢dziiniir bir karalcter kazanmaz, yani bu et
kilesim geri -dénlisiimsiizdiir,

=

Parakazein misellerini birarada tutan van
der Waals gekmelerinin dtesindg tuz képriileri
ve girece az niceliklerde de olsa rhlid-rofobi;k
baglanmalardir (parakazein miselleri de gbri-
niir bir hidrofobik yap: sergiler). Flokulasyon
hizi Ca+? aktivitsi ve kolloidal kalsiyum - fosfat
icerigintn artmasiyla da artar. Flokulasyon di-
zeyi hiiyitk bir p‘H bagimhligr gbstermez (sabit
Ca+? aktivitesinde) . Ancak pH 5,0'in altinda bu
gbriingil yu!k-a.ndafki saptamadan biraz sapmak-
tadir, Ornedin 5°C'da  bile :prhtrl@ma ortaya
¢tkabilmektedir (ROEFS, 1987). Oysa rennet-
lenmis siit pH 4,6'da 5°C'da prhtilagmamakta-
dir.

Partikiil boyutlarimin  kilgiik olmasi floku-
lasyonu hem bir presi - pitat hem de bir jel so-
nucuna gétirmektedir. Mikroskobik olarak 6n-
ce diizensiz bir olugum- gozlenmekte ancak
ortaya cikan lif benzeri agregatlar birbirlerine
tutunarak siirekli bir ad olusturmaktadiriar
(WALSTRA ve JENNES, 1984). Eger bu floku-
lasyon engellenmeden iletlerse ve partikiillerin
hacim fraksiyonu kiigitkse oldukca genis poriu,
siirekli bir ag olusur.

~ Flokulasyon hizim etkileyen diger etmen-
leri ozetleyecek olursak: (1) kappa - kazeln
' hizi etkiler. Diger
kosullar ayni kalmak lizere, kappa - kazein ora-
m yitksek olan slitler yavag flokule olur, (2)
Sicaklik bagimlilig: oldukga giglidiir. Q, = 30,
Q, = 1,4. Flokulasyon igin gereken aktivasyon
enerjisi sicakhfin azalmas: ilg gligli bir bi
cimde artmaktadir, {beta-kazein zincirlerinin
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_seruma acilmas! van der Waals etkilegimleri-
nih‘-azalmasu misellerin hacim fraksiyonun art-
mas1 vb, olast nedenlerle). (3] pH'nin dogru-
dan bir etkiye sahip olmadigr bildirmesine. kar-
sin (4) ve (5) nci etmenler {izerinde etkili ol
dugu igin gozoniine altnmasi gerekir. (4) Ca+?
aktivitesi arttirilmazsa flokulasyon ortaya gik-
mamaktadir. () . ikinci dereceden tepkime ki-
netikleri izledii kabul edilen flokulasyon tep-
kimesinin hizi bu baglamda kazein derisiminin
artmast ile artacaktir, - ' '

Flokulasyon kinetiklerinin ikinct dereceden
tepkime kinetikleri jzlemesi bu siiregte bir tag
fazin varhgimi da beraberinde getirecektir. Lag
fazin uzunlugu rennet derisimi ile ters oran-
tilidir. Ancak burada algilanan lkararlilik (cons-
tancy} kappa-kazeinin  &nembi bir-lkasminin
-misellerin kuagule olabilmesi igin - bdliinmesi
gerektifini ortaya koymaktedir
WALSTRA, 1985). Bu saptama kazeinr miselle-
rinin binferce kappa -kazein molekilince ka-
rarli kihndigr yaklasim ile uyumludur ve pro-
teolizin boyutu ile yalmzca bir agameya kadar
degisir. Ancak dis katmanin  (kappa - kazeinin
kazeinomakropeptid kisrm) famamen ayrilig
misellerin sahip olduju yiksek flokiilasyon hi-
zinm enzimin oldudu kadar miselin de derisi-
mine bagiml olmadigr dne sitriilmektedir (PA
YENS, 1982).

.

~ Prhtilasma (rennetleme} siiresl yani bir
jel ya da gézle gériinlir agregatlann olusmasi
igin gereken siire, yukarida anilan her ki tep-
kimenin gergeklestigl zaman araliklerinin top-
lamidir. Enzimatik tepkime, kappa-kazeinin
boliinme slrest ile agiklandiginda, flokulasyon
siiresi Gnemsiz oldugu igim, olaya biyik Glgi-
" de hakim oldugu éne siirilmektedir {WALSTRA
ve JENNES, 1984). Ancak bu her zaman gecerl)
degildir, ozellikle de disik ‘sicakliklarda. Or-
negin 4°C’da pthtilasma bir hafta siirerken en-
zimatile etkinlik, O¢ saat gibi bir zaman arali-
ginda saptanabilir boyuta ulasmakbadir. - Bu
farkithk amilan iki tepkimenin, birbirinden ay-

nidigini anlamamiza da katkida bulunmaktadir. .

Eger enzimin 5°C’da calismasina olanak sajla-
ya=blllrdek ve hemen ardindan srcakllgi 30°C'a
izl bir 1sitmayla grkarirsak, bir dakika igeri-
sinde gok hizli bir prhtilagma gozleyebiliriz.
Pihtifagsma siliresini (tz) Storch - Segelcke ku-

(VLIET ve
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rah ile tanimlayacak olursak-tz'nin renngt de-
rigiml {(c} ile ters orantil; oldugu dne siirmek

tedir ;

K )
(3

'tR' =

C+t

oldudu gbrilecektir. Burada t,, 20 'sanime ola-
ra=k kabul edilir. Ters orant| sahibi K ise siitle-

“rin hemen cogunda 2 gibi bir faktordiir. Bura~

da tiir, mevsim, vb etmenlerin de etkisi soz

konusu olacaktir, Eger CeCl, eklenmesi’ sbz

konusu ise ty'de gbrece az dedisim olacak-

fr.

4. JEL OLUSUMU VE SINEHESIS

Flonku!e olan [topaklawn) parakazem mi-
seller] orice sekilsiz ve uzamis yapida kiiglik
agregatlar olustururlar, Bu agregetiar sonra
birkag mikrometre genislijinde porlara- sahip
bir a8l yapiya organize olurlar. Yag globiilleri-
nin varhifiinda porlar daha genis bir yap: kaza-

tlar ancak burada globliller a§ iginde tutun-

muslardir, agin yaptsal bir pargasi seklinde al-
gllanmamalan gerekir, Jellegen siit ncensmde
siirekli bir ag olusumu ‘sbz konusudur ve bu
ag bir jel ya da yaygin adiyla pihtr halini ahr.
Jel gitgide daha kati bir karakter kazamr ve
bu kappa - kezeinin ~ hemen tamami boliinmiis
plmasma karsin kazein miselleri arasinda g
rece ¢ok sayida. olugmasi ile a:;':*klan‘abilir Jel
aginin' olugmasindan sonra misellerin. bu bag-
lanmalar ile daha siki bigimde toplanmas; ola-
sidir, Bu olusum ile igsel kapillar basincin
artmas sonucu ag igerisinde tutulan swi di-
sail gikanilir, bu olay «sineresis» olarak amlw.
Nofm-al kosullar altinda pthtinin sineres:s egi-
limi azdir, Eger je! geometrik olarak simrlan-
missa sineresis olasr dedidir. Pihti sikilasma-
sintn snvi lzerindeki etkisi sonucu ortaya cr-
kan endojen sineresis yalmzea 1Pa (0.1 mm
H,0) dizeyindedir. Bizilme (silalasma) edi-

~ limi, agir phtr iginde, serumda ortaya cikan

bu endojen sineresis basinci dle (P3) tamm-
lanmaktadir. Ps, dnce ag olusumu nedeniyle
artar ancak giderek azahr Ve 24 saat sonra en
aza iner (DIJK ve WALTSRA, 1986). Smeresls
gofu zaman pthtiya disaridan basing uygulaun
masi ve/veya pthtinin. deforme . edilmesi ile
saglanmaktadir, Bu suref;te kimi -bagiar karl-
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makta ve daha sonra gbrece kolay bigimde
yenl baflar kunulmaktadir. Cheddariama ve
karigtirma iglemleri ile ortaya ¢ikan gok kilglik
bir basing gradyan: bile sineresisi belirgin ola-
rak arttirabilmektedir. A§ vyapida yer alan se-
rumun, je! porlan igerisinde akisi sdz konusu
ofacaktir. Blyitk porlu bir yamda, sivinmn daha
dar ve kisa bir yol izlemesi nedeniyle sinere-

" sise kargl bir direng ortaya crkaracaktir. Bu
nedenle phtinmr islenmesi sirasinda (peynir -

yapiminda) prhti gogu zaman kiiglk pargalara
bolitnmektedii. Jele mekanik bir etki. uygulan-
mamasl ve agdin geometrik olarak smirlanmasi
ya'mzea mikrosineresis  olarak anilan olguyu
‘giindeme getirir. Bu siirecte ortalama genisligi
girece bliyik porlarn olusumune yol agan yo-
gun bolgelerden, az yogun.bdlgelere dogru bir
¢esit agilmadir (segregation) ve gegirgenlikie
zamanla ortaya gikan artig ile birlikte gelisir
(WALSTRA, DIJK ve GEURTS, 1985).

Prhtinin  nem dceridi weterince disik bir
diizeye ulastiktan sonra pihtr grandillerinin hep
birlikte sediment olusturma egilimi kazandik-
larr gdrillir. Nem igeriginin azalmas) yine siir-
mektedir. Ginki sedimentasyona ugrayan pih-
tt katmamn piht: ile serum arasindaki yoguniuk
farkindan ve uyguiznan mekanik kuvvetten kay-
naklanan bir basm¢ gradyant stz konusudur,

Pihtidan. ve bununla uyumlu  olarak tele-
mede yukanda s6zii edilenlerin yamsira bas-
kaca degisimler de ortaya gikar, Starter orga-
nizmalar tarafindan pH'nin diismesine yol aca-
cak sekilde asit Oretimi
birkag degisimi de beraberinde getirir. {1) kol-
ioidal kalsiyum fosfat cozelti fazina geger ve
Ca+? aktivitesi artar.” Bu degisim baslangigta
éremli dizeyde degildir ancak pH 58'in altin
da belirgindir {PAYENS, 1979). (2) Bu dzha
diisitk peynir verimini (her kg sit igin kg ku-

s0z konusudur. Bu, .

rumadde) ve daha diisik rennetleme sonu
pH'y1 berabeninde getirir, ciinkii tamponlayici
ofeler artik yitiribmistir, (3} Digtik kollidal
kalsiyum fosfat icerigine bagh olarak peynirde
gbrece gevrek (shorter) kons.stensi gelisir
ve bu ise eger starter, CO, {inetiyorsa gaz olu-
sumundan gok yarik olusumu riskini arttir r. (4)
Disitk pH'va badl olarak sineresis hizi bilyiik
dloiide artar (WALSTRA DIJK ve GEURTS,

. 1985) ve ayrica ulasilan son nem igerigi de
. misellerit hacimeelligi azaldi§r wein digebilir

(WALSTRA, DK ve GEURTS, 1985.(5) Di-
stin pH'ya bagl olarak peynirde alikonan ren-
net niceligi. belirgin bigimde. artar ve buna
bagh olanak peynirir reolojik 6zelliklerinde de-
gisimler ortaya gikar. S

Son olarak sineresis dizeyini etkileyen et

-menleri siralayacak olursak: {1) prht1 parcala-

rinin boyutlar, baslang:ictaki sineresis dlizeyi
cofuniukia pihti pargalaninin 6zglil yizey ala-
n fle orantilidir, (2) Mekanik basurg gradyani.
(3) Miselin kalsiyum fosfat igerigi, pihtiya
sertlik kazandirmas: oblasi nedeniyle sinergsist
azaltic bir etmendir. {4) pH, pH disiirildigiin-
de kalsiyum fosfat ¢bziindir duruma geger ve
kazein daha siki bir konformasyon kazanir, bu-
na bagh olarak sineresis artar. Ancak pH 46
dolayindaki bir rennetleme bncesi asitlikla el
de edilen jelin sineresis gdsterme olasih
disiiktir, (5) ‘Ca+2 eklenmesi diisiik nicelikte
ekleme ¢odu zaman sineresis| arthnr ancak

" fazla katimin olumsuz etkisi sdz konusudur.

(8) Sicaklik, cok glglii bir etkiye sahiptir ve
18°C’in altinda sineresis fiiten durur, Ammsa-
nacak clursa bu siceklikta parakazein miselle
rinin de flokulasyon dizeyi gok dismektedir.
{7) Pazif bosluk olusturucular olarak amlen,
vag globlilleri de biiziilmeyi engelledikleri igin
sineresis {izerinde dolaylh bir etkiye sahiptir-

ler,
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