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KONSANTRE YOGURT JELININ _
OLUSUMUNDA ETKIiLi FAKTORLER 1. TiOL/DISULFIT
ARADEGIiSIM REAKSIYONLARININ ROLD

FACTORS AFFECTING THE FORMAT!ON OF CONCENTRATED YOGHURT
GEL. 1. ROLE OF THIOL/DISULFIDE INTERCHANGE REACTIONS |

Barbaros H. OZER
Harran Oniversitesi, Ziraal Fakiiltesi, Gida Bilimi ve Teknolojisi Bslimi, 63040, $anhuria

OZET: Tiovdisolfit ara dejjigim reaksiyonunun koyulagtinimig yodurt jelinin fizikse! dzellikleri zerine etkiler araghnlmigtr, Jelin fiziksel
tdzelfiklerinin belirlenmesinde yent bir teknik olan dinamik titregimli reometre (dynamic osclllatory rheometer) kullanirmisty. Elde edilen
sonuglara gdre tlol/disiilfit ara degigim reaksiyonlarinin jel olugumunda son derece bilyilk bir Sneme sahip olduju saptanmgtr, Bu
interaksiyonlarin 2-ME aracind lle tegvik edilmesi ya da NEM aracili§ ile engellenmesi yoJurt pihtisinin sikiliini sirasiyla arting ya da azattict
etki yapmighir.

ABSTRACT: The effect of thiol/disulphide intarchange reactions on the physical properties of concentrated yoghurt gel systems was
investigated. In the determination of the physical properties of concentrated yoghurt, a new technique named dynamic osicillatory theormeter
was employed. Results oblained suggested that this mentioned interactions are of particularly importance In the formation of yoghurt gel. The
stimulation of these interactions by adding 2-ME and the prevention by NEM caused an increase and a decrease in the gel firmness,
respectivaly,

GiRis

Yogurt jeli, kovalent (tiol/disiifit aradegisim reaksiyonu) ve kovalent olmayan (hidrofobik, ivonik,
elektrostatik...) interaksiyonlar araciigh ile olusan sirekli {continuous) bir protein' ai yapisi olarak
* tanimlanabilir. Is1 uygulamas) ve asitiik geligimi ile indiklenen bu (¢ boyutlu jel, partikil (makromoleksl)
yapisina sahiptir. (Dickinson, 1990). Deolayisiyia, bu yapiyi olugturan makromolekiillerin Ezellikleri ve pihti
igindeki davraniglar, jelin dogat niteliklerini beliflemektedir. Bir yogurt jelinin en énemii karakteristikleri; yapinin
homojenligi, sinerez egilimi, pihtt sikhdi ve mekanik kiniganida kargi gdsterdidi direngtir. Tim bu ézellikler,
makromaolekiil (kazein) konsantrasyonu, jelin entalpik/éntropik dogas ve partikiiller arasi itme/gekme kuvvetleri
tarafindan belilenmektedir. Yogur jeli, homojen clmayan viskoelastik bir yapidadir {(Roefs, 1986; Steventon ve
ark., 1990). Kazeinlerin ad yapisi igerisinde diizensiz dagilimi nedeniyle, protein birlesim noktalar {protsin
junction points) diizensiz sayida protein partikiilii icerebilmektedir. Bir protein birlegim noktasindaki bagimsiz
protein partikiil sayisindaki artig, pihti sikih§indaki artigi her zaman beraberinde getirmemektedir. Asil dnemli
nokta, bafimsiz protein parikiili miktanndaki artig degil, protein birlegim noktalaninin sayisindaki artigtir.
Gunki yogurdun viskoelastlk dzellikleri bu noktalanin dagilimi ve igerdigi bagimsiz protein partikiilii miktart ile
ilintilidir. Genel olarak, bir jel, Gzerindeki deformasyon kuvvetlerine esit oranda direng gdsterecedinden,
homojen bir ag yapisimn mekanik etkilere ve sinereze kargi daha dayanmikli olmasi beklenmektedir. -Aym
protein konsantrasyonunda homojen olmayan bir ad yapisi igerisinde, kuvvet tagiyan (stress-carrying nodes)
baglanti noktasi sayisi daha az ve -gok sayrda bagimsiz protein partikiilii igerecedinden- daha kalin
oldugundan sinerez egilimi daha fazladr.

Bu galigma Dr Barbaros OZER'in doktora galigmasinin bir pargasidir,
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Yaygin olarak kulianiian klasik reometrik ydntemler ile (viskozimetre ya da penetrometre gibi), zayf jel
Gzelligi gésteren yogurdun reolojik dzelliklerinin slglimi hatall sonuglar dogurabilmektedir. Bu tip ekipmaniar,
Slgtim sirasinda pihtiyr pargaladidi igin, jelin dogal fiziksel niteliklerini yansitmamaktadir (OZER ve ark., 1997,
1998). Bu amagla, jeli deforme etmeden viskoelastik ézelliklerin 6lglimiine yénelik yeni metotiar gelistiriimigtir.
Bunlardan bir tanesi olan dinamik titregimli reometre ile pthti zedelenmeden viskoelastik karakteri olugturan
viskoz ve elastik bilegenlerin 6lgimi mimkiin oimaktadr.

Bu aragtirmada, kovalent baglanin koyulagtinimis yogurt jeli olusumuna etkilerinin reolojik ve
elektroforetik olarak irdelenmesi amaglanmigtir.

MATERYAL ve METOT

Aragtirmada hammadde olarak rekonstitiye yagh siittozu (Adams Food Ingradients, Leek, Staff.,
ingiltere) kullanilmigtir. Konsantre yogurt yapiminda, %16 toplam kurumaddeyi saglayacak oranda siittozu ve
su kangtinlarak (40°C’de) yodurt siitli hazirlandiktan sonra 4 egit bdlime aymimig ve

(a) Ultrafittrasyon (UF)

{b) Reverse osmosis (RO)

(c) Direk rekonstitusyon (DR)

metotlan ile ~ %23 KM'ye kadar konsantrasyon saglanmigtir.

(d) %16 KM'li dérdiincti kisim siit kontrol &rnegi olarak konsanktre edilmeksizin denemeye alinmstir.

Kurumadde artigini takiben standard yogur yapim teknigi izlenmigtir (TAMIME ve ROBINSON, 1985).
Buna gére;

* 85°C'de 20 dakika 1s1 uygulamasi (Vat teknigi ile)

* %2 (v/v) Kiiltir katirmi (Str. thermophilus/Lb. delbrueckii sub-sp bulgaricus kansim kiiltiirl, CH-1, Chr.

Hansen, Reanding Ingiltere} ve pH 4.0'a kadar inkiibasyon.

* Sojuk depolama (<4°C, 12 saat).

On denemeler sonunda, geleneksel yontemle (torbada sizme) iretilen konsantre yogurtlarda siiziilme
sonrasi pH degeri 4.0-4.1 arasinda bulunmugtur. Bu yizden bu deger koyulagtirimig set yoduriiarda
inklibasyon sonu igin baz alinmigtir.

Denemede kullanifan kurumadde artinm yéntemleri asagida detaylandinimigtir:

A) Ultrafiltrasyon (UF): Paterson Candy marka pilot UF-aleti (Paterson Candy, Whitchurch, Hampshire,
ingiitere, tipi ES (625) kullamilmigtir. Aletin seperasyon etkiniik sinir 25,000 dalton molekii agirhg:idir. Ttbilar
tip polietersulfon membran kullanimigtir ve embranin yiizey alani 0.8 m2'dir. Girig (inlet) ve ¢ikig (outlet)
basinglar sirasiyla 0.3 ve 0.1 MPa'dir. Ultrafiitrasyon 50+1°C'de gergeklegtiriimistir ve besleme tankinin
cidarlarindan buzlu-su sirkilasyonu ile sicakilk artigi kontrol attinda tutulmustur.

B) Reverse Osmosis (RO): Reverse osmosis ile konsantrasyonda Paterson Candy marka (ZF 99 tip)
pilot RO aleti kullaniimigtir. Borulu {tiibllar) polietersiilfon membran iginden 2.0MPA transmembran basinc: ile
gegirilen stin membran ile temas yiizeyi 1.2 m?dir. Reverse osmosis boyunca sicaklik 50+1°C'de
tutulmusgtur.

C) Direk Rekonstitusyon (DR): Yaklagk %22-23 KM'yi saflayacak oranda siittozunun su iginde
¢ozlindUrbimesi (40°C'de) ile elde edilen siit yukarida tarif edilen y8nteme gore yogurda dénlgtiriimastir.

Isi ile indiklenmig serum proteinleri/ x-kazein kompleksi olusumunda tiol/disilfit aradegigim
reaksiyonlan biyik dneme sahiptir (DOi ve ark., 1983; HILL, 1989; SHIMADA ve CHEFTEL, 1989). Bu
aragtirmada, tiol/disiilfit aradegisim reaksiyonfaninin konsantre yodurt jelinin fiziksel 6zellikleri Uzerine etkilerini
aragbrmak amaciyla degigen oranlarda tiol gruplanmi baglayan (N-ethyimaleimide, NEM) ve tiol/disiilfit
reaksiyonlaran tegvik eden (2-mercapoethano!, 2-ME) maddeler site katmistr. Bu iki madde, pH 7.0'nin
altinda tiol/disiilfit gruplan i¢in oldukga spesifiktir (Means ve Feeney, 1971). 2-ME ve NEM katimini takiben
sutler, 1 saat sire ile oda sicakliginda bekletilerek reaksiyonun tamamlanmas saglanmig ve ardindan yodurda
déntstiriiimiglerdir. 2-ME ve NEM konsantrasyonlar: 0 ile 10 mmol/ arasinda degigmigtir.



BH. OZER 355

) Toplam kurumadde gravimetrik olarak belirlenmigtir (BSI, 1963). Protein (N x 6.38) standard mikro-
Kjeldahl (BSI, 1988a), kil gravimetrik olarak (BSI, 1988b)¢ ve yaj Gerber metoduna gére (BSI, 1989a)
belirlenmigtir. pH Slgtimleri bilesik elektrotiu pH-metre (Kent EIL 7045/46 model) ile yapsimistir. Toplam asitlik
titrimetrik yolla saptannmg ve %laktik asit olarak ifade edilmigtir (1889b).

Dinamik reolojik dlglimler, bir dinamik reometre (dynamic oscillatory rheometer) araciligi ile saptanmitir.

Galigmada paralel plakali, kuvvet-kontrollii (controlled-stress) dinamik reometre kullanilmistir {Rheo
Tech, Int., Leeds, ingiltere). Plaka gapi 10 mm, plakalar arasi bogluk 1 mm (6rnek kalinhd) olarak kalibre
edilmigtir. On denemeler ile belirlenen amplitid aralig: ve frekans degeri sirasiyla, 1,5x10-2 - 1,5x10-" mNm ve
0,25 Hz'dir. Olgiim sicakligi 25°C'dir. Tum iglemler bilgisayar destekli ortamda gergeklegtiriimis ve sonuglar
elastik (G’) ve viskoelastik (tan 8) modill olarak Paskat cinsinden ifade edilmigtir.

Elektroforetik caligmalar, dodal-P.A.G.E. elekiroforezi aracilig ile Laemmli ydntemine gdre yapilmistir
(Laemmli, 1970). Toplam monomer konsantrasyonu %12.5 ofarak belirlenmigtir, Omek, protein standardlari ve
molekiil agirhg standardlan miktarlan sirasiyla 25 pi, 20 pl ve 10 pi'dir. Jeller 200 volt sabit voltaj ve 60 mA
sabit akim kogullarinda yiritlimaglerdir. Toplam jel ylritme siiresi 1 saat olarak belirlenmigtir.

BULGULAR ve TARTISMALAR

Denemeye alinan
drneklerin  kimyasal bilegimleri Cizelge 1. Deneme Orneklerinin ve Hammadde Siittozonun Kimyasal Kompo-
Gizelge 1'de sunulmaktadir. Buna zisyonu. Sonuglar gram/108 gr Ornek Olarak ifade Edilmigtir.

{XzStandard Hata) {n=3).
gbre UF ile liretiien &rnek daha
yiksek protein ve yag igeriine Ornekler  Kurumadde Protein Laktoz?2 Yaz Kil -

sahip olurken RO ve DRile g .7 160040,18 4361008 6,160,090 4,50£0,15  0,980,03
drefilen Orneklerde siit bilegenlert  pr sy 22241020 900£0,11 4268009 820£013  0.78+0,01
koyulagtirma oramina paralel bir  gojogur 2322103 6821048 907:002  625:007  1,08:0,03
artig gostermigtir. Bu farkhh@in  proyogurr  22,50£0,19 6388048  8,72+0.31  6,10:0,14  1,30£002
nedeni UF ile laktoz ve dider suvom 96.75 26.00 38.50 2625 600

diigiik molekll agiritkh bilegenlerin
(<25,000 Da) permeat ile

1) Stittozu bilegimi tiriin katalopundan alinmsgtir.
2) | aktoz fark yolu ile hesaplanmagtir.

uzaklagtinimasidir.

Isil islem uygulanmig
ve uygulanmamig siit Grnek-
lerinin  protein  fraksiyon-
larindaki degigimler Sekil 1'de
gosteriimektedir. Genel olarak
tim &rneklerde 1sil iglem
uygulanmamig siitlin protein
yapisi benzerlik gbstermistir.
Dogal poliakrilamid je! elektro-
forezi {Native-P.A.G.E) tek-
niginde ogq- ve ogo-kazeinler
birbirlerinden  ayirtlamadig:
igin bu ki kazein fraksiyonu
og-kazeln olarak tammian-
maktadir. Dogal-P.A.G.E. jeli

Sekil 1. Isiliglem wuygulanmis ve uygulanmamig siitlerin dogal-P.A.G.E trnekleri. iizerinde, o, ve B- kazein
a) Kazein standardlari, b) Serum proteini standardlari, Isil iglem gormemis

. i : i i-
sittler: ¢) Kontrol, d) UF, e} RO, f} DR, Isl Iglem gormiis siitler: g) Kontrol, frakl_'s;yonla” k k‘azglnden b
h) UF, i) RO, k) DR raz daha belirgin bulun-
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mugtur., Buna kargin o-laktal-

3000 - bumin ve B-laktoglobulin bantla-
——Kontrol  —e— UR-yoJurt . .

2600 | | ——RO-yoiurt —%—DRyourt nnin  standard proteinler ile

kargilagtinldiginda daha az yo-

gunlukta oldugu saptanmistir. Bu

olay, biylk olasiiikla suttozu

2000 +
1500 +

Efastik modiil (G'), Pa

1000 4 . ’M lretimi sirasinda serum proteinle-
500 1 * / rinin kismi denatirasyonundan
0 + ; : i kaynaklanmaktadir. Ancak, dena-

0 04 05 1 10 tire serum proteini ile kazein
2ME Kensantrasyonu {(mmol/L) interaksiyonu elektroforez bandi

Gzerinde gorillemeyecek kadar

$ekil 2. Tiokindirgen maddenin (2-ME) test drneklerinin elastik modiilleri (G*) du§UK_ duzeyde gerggk!e§m|§tlr.
iizerine etkfleri, Sonuglar dért tekerrir ortalamamdwr (n=4). (2-ME su BU bir anlamda asitlifin ka-
icerisinde hazirlanmigtir). zein/serum proteini interaksiyon-

larindaki  roliingé de teyit 05
etmektedir. Yiksek PH degerle- us{ —o—Kontrol  ——Uryogurt
rinde (ditsik asitlikte) 1s1 ile A ROyogurt —x— DRyolfurt|
indiiklenmig protein interak-
siyonlannin  tamamlanmadiy
bilinmektedir (Hill, 1989). Is1 uy-

tandelta defjerleri
[~
: B8
j
4
¥
Xc

gulanmig slitlerde anilan bantlar 01 J[

tamamen kaybolmugtur. Ayrica 0.08

k-kazein bandinin yoguntugunda OT + g t i
bir miktar daha azalma gbze 0 01 o Emngn::syonu (mom’ 10

garpmugtir. Bununila birlikte, diger
kazein fraksiyonlarinda belirgin
bir degigim gozlenmemigtir. Bu Sekil 3. Tiol-indirgen maddenin (2-ME) test érneklerinin tan s degerleri iizerine
ylizden, serim proteinleri ile kazein etkitert. (n=4)

a b e d e f h k1

interaksiyonlarinda, tiim serum
proteinleri yer ahrken, kazein
fraksiyonlarindan  yalmzeca k-
kazeinin belirleyici rol oynadigi ileri
sirillebilir.

Genel olarak, kontrol, RO-
ve DR-yofjurtiarda 1 mmol/1 2-ME
konsantrasyonuna kadar herhangi
bir reolojik degisim gdzlenmemigtir
{Sekil 2). Bu degerin lzerindeki
konsantrasyonlarnda ise daha siki
ancak gbézle gorilebilecek kadar
kaba/pitirll bir yapt ile kargiiasil-

Sekil4. 2-ME katilmi test yogurtlarinin dogal-P.A.G.E. drnekleri. 10 mmo¥/1 migtir. Buna kargin, UF-onUt‘tta, -
konsantrasyen; a) DR-yogurt, b) RO-yogurt, ¢} UF-yogurt, d) Kontrol. 0.1 2ME konsantrasyonu artigina
mmol/1  konsantasyon: €) DR-yogurt, 0 RO-yogurt, g) UF-yogurt, paralel, elastik (G') karakterde
h) Kontro, k) Serum proteini standardlary, I) x-kazein standard:, (=) ' " - :
Tabmini k-xazein/B-laktoglobulin kompleksi derecell bir artig gozienmistir. UF
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I —e— Kontroi —— UF.yofiurt
|| —&—ROyofurt —¥—DR-yolurt

Elastik mod0l
g 32
o o

yogurtta yliksek protein igerigi, ag yaj:ﬁsn
diizeyinde-muhtemelen- daha az ho-

mojen bir yapinin olugumuna neden

olmugtur. Tiol gruplarimn dagilimi protein

agmin homojenligi ile direk olarak ilig-

1ol alugum yok kilidir. Dolayisiyla, yiiksek protein igerikli
it N UF-yodurtta daha fazla reaksiyona kapali

[1] + T

0 04 0.5

tiol grubunun varid teorik olarak kabul

NEM Konsantrasyonu {mmoliL) edilebilir. Kontrol &rnedi harig tiim . &r-

Sekil 5. Tio! gruplarinm bloke eden maddenin (NEM test drneklerinin neklerde tan 8 (G"/G') degerleri d‘?';éi§'
elastik modiilleri (G*) iizerine etkileri. (NEM etanol iceren su Meden kalmigtir (Sekit 3). Tan & degeri

icerisinde (20 mVL) hazirlanmgty (n=4).

parametredir ve bu degerin degigmeden
kalmast, aym interaksiyon tipi hakkinda bilgi
veren bir parametredir ve bu degerin
dedigmeden kalmasi, aym interaksiyon
kuvvetlerininin sistemde yer aldigimin gbs-
tergesidit. Elastik (G') modulin yitksekligi,
protein baglannin sayist ve dagilimi ile iligkili
oldugundan, UF-yodurtta yilksek G’
degerleri daha fazla sayida protein bandinin
ag yapisi iginde yer aldiginin vel/veva
proteinlerin bu yapi iginde daha az homojen
dagsldiginin  kanttidir.Kentrol  drneginde
daha digiik G* degerleri ve konsantrasyona
paralel artig gdsteren tan & degerteri, diigiik
protein icerikli sistemlerde diger interaksiyon
gigclerinin de (hidrofobik, efektrostatik ve
iyonik interaksiyonlar gibi) en az tiol/dilsifit
reaksiyonian kadar &nemli oldugunu
gostermektedir.

interaksiyon tipi hakkinda bilgi veren bir

Sekil 6. NEM katilmig test yogurtlarinin dogal-P.A.G.E raekleri. 10
mmol/l konsantrasyon: a} DR-yogrut, b) RO-yogurt, ¢) UF-
yogurt, d) Kontrol, 0.1 mmol/ konsantrasyon €} DR-yogurt, f)
RO-yogurt, g) UF-yogurt, h) Kontrol, 1) Serum proteini
standardlar, k) x-kazein standardi (—). Tahmini k-kazein/b-
laktoglobulin kompleksi.

Dogal-P.A.G.E. sonuglarina gbre, x-kazeinin jel Gzerinden kaybolmasi 2-ME konsantrasyonuna bagl
bulunmustur. (Sekil 4). Disilk 2-ME konsantrasyonunda (0.1 mmol/l), x-kazein bandinin digiik yogunlukta

olmasina kargin halen varol-

1 - dugu dikkat g¢ekmektedir.

08 1f e et e DRyogurt e Ancak, yiksek 2-ME kon-

o g:: santrasyonunda (10 mmol/)
o 084 bu kazein fraksiyonu ta-
8 057 ; mamen kayboimustur. Buna
g gjw ek olarak, eiektroforez jeli
2 02% ¢ - Uzerinde yeni bir band
017 ‘ , ; . olugumu gbzlenmigtir. Bu

° 0 ol.1 0:5 1 10 yeni band tahminen inte-

NEM Konsantrasyonu (mmol/L) raksiyona girmis serum

Sekil 7. Tiol gruplarim bloke eden maddenin (NEM) test érneklerinin tan & (G*/G’)

degerleri lizerine etkiler. (n =4).

proteinleri/x-kazein
kompleksine aittir. Ornekler
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arasinda reolojik olarak belirgin farklihga kargin, protein kompozisyonu bakimindan benzerlik, serum proteini/x-
kazein interaksiyonunda kovalent olmayan baglann (hidrofobik ve iyonik giigler) ya da polipeptidlerin fiziksel
yigilminin da etken oldugunu gdstermektedir (SAWYER ve COULTER, 1963; SAWYER, 1968, 1969;
WATANABE ve KLOSTERMAYER, 1976).

Benzer gekilde, tioi gruplarini baglayan madde (NEM)'nin katimi, NEM konsantrasyonuna bagh olarak,
drneklerin elastik {G’) modiilinde &nemli diigliglere neden olmugtur ($ekill 5). En yilknsek NEM
konsantrasyonu (10 mmol/l) jel olusumunu tamamen engellemigtir. Bu sonuglar dodal-P.A.G.E. sonuglan ile
uyumn igindedir {Sekil 6). Diigiik konsantrasyonlarda serum proteini/x-kazein interaksiyonunu temsil eden bir
bandin varhgi sézkonusu iken, yliksek konsantrasyonda bu band kaybolmusgtur. Bir diger ifade ile, protein
interaksiyonlar) engellenmistir. Test drneklerinin tan & degerierindeki yakinlik ayr tip interaksiyon giglerinin jel
olusumunda yer aldidini (Sekit 7), G' degerlerindeki farklilik ise protein konsantrasyonuna bagh olarak bag
sayist ve/veya baglarn je! igindeki dagiliminda dengesiziikierin (homojen olmayan yapt) ve var oldugunu
gbstermektedir.
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