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KAZFEIN : Kolloidal Yapiya Giris
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1. Ginlg

inek siitiinlin yaklagik olarak 53 g/kg ka-
dar azot igerdigi bilinmekted:r. Siitiin yapisin-
deki azotun % 95 {3.2 g/kg) kadar proteinle-
rin bilegiminde yer almaktadir. Siit proteinle-
rinin % 80 (2,6 g/kg) kadarm: ise KAZEINLER
olusturmaktadir,

inek siitlinde mise! formunda yer alan ka-
zein, sit proteinlerinin  gogunu kapsayan ve
siitiin bilesiminde yer alan kalsiyum ve fosfa-
tin da Snemli bir kisrim yapisinda bulundu-
ran karmagik partildillerdir. Cok biyik boyutlu
olmalarnmn kargin goriiniiriikierinin gok diistk
olmast ve yapilarmda {ist diizeyde ¢bziinmez
olan-kalsiyum, fosfat, vb-bazi Sgeleri buiun-
durmalari, koliold kimyacilarm ilgisini ¢ekmek-
tedir. Sitte yer alan kazein, 100 ym ortalama
boyuta sahip kolloidal partikiiller olarak karsi-
muza gikmaktadiy (PAYENS 1982}, Sojutulma-
mig siitte kazeinin hemen tamami 0,02-0,3 pm
capinda, 20-150.000 adet kazen molekiili ice-
ren pliriizidd, kiresel partikiiller durumunda-
dirlar. Bumiseller 8 g/100 g kazein kadar - gogu
kaistyum fosfat olmak lizere212inorganik dgeler
icermektedir (WALSTRA ve JENNES, 1984).
Giinitmiizde dogal ve vyapay kazein miselleri-
nin her ikisinde de yer alan bu inorganik bi-
fesenin trikalsiyum fosfat konumunda oldugu
ve missllerin protein bilesenini kismi olarak
kaplayarak, kolloidal kararkliina katkida bu-
lundugu gens! kebul gbrmektedir (PAYENS,
1979; PAYENS, 1982; WALSTRA ve JENNES,
1984; SCHMIDT ve PAYENS, 1976),

Kazein partikiilleri, bosluklar igeren bir
yapl sergilemektedir ve misel formu ite kazein
molekiillerinden gbrece fazla su tutmaktadir.
Aynrica dilsiik nicetiklerde de olsa sit lipazi,
plazmin, proteczpepton fraksiyvenlanniy da bir
kismmn yapilarmda bullu-ndurmaktad|rltar._

2. KAZEIN MISELLERININ YAPISI NEDIR?

- Biyoloj’k sivilardaki proteinierin biiyiik bir
fismu monomerik ya da ligomerik bir yapr ser-
gilemektedirler. Oysa dogal Kazein belirgin bii-

ylklagl ile kolloidal bir partikill olarak. karg:
miza gikmaktadir (SCHMIDT ve PAYENS, 1976;
WALSTRA ve VLIET, 1986; PAYENS, 1979).
Kezeinin protein yapist genelde miseller ola-
rak tammianmaktadir ve -bu misellerin integras-
yonunda inorganik bilegenleris gok biiyiik one-
me sahip oldugu uzun yilar énce ortaya koyul-
mustur (PAYENS, 1978). Sayili elektro mikros-
kobik caligmalar sonunda dojai ve yapay ka-
zein misellerinin uniform bir yapi ydsterme-
digf, yiizlerce alt birimden (sub - miseller) olus-
tudu ve gbrece blyitk misellerde bu saymmn
binlere ulagtigt - bildirilmistir  (SCHMIDT ve
POLL, 1986). Elektronmikroskopi ve dializ
yéntemleri ile caligan SCHMIDT (1980) sbzii
edilen submisellerin, misel icerisinde kolloidal
fosfat ile birarada. tutuldugunu ortaya koymus-
lardir, Benzer blr gbzlem, kolloidal fosfat icer-
meyen siit ile orijinal st kargilastiran . Mc
GANN. ve PYNE (1959) tarafindan daha 6nce
de bildirilmistir (PAYENS, 1979). Uygun pro-
tein matriksine sahip.olan submisellerin 250.000
dalton kadar bir partikiller agirhga sahip ol-
dugu bildiriimigtir (SCHMIDT ve POLL, 1986).
Submisellerin. genelde hidrofobik baglar ile. bir
arada tutulan 10-12 altbirimden olustugu sa-
vunulmaktadir . (SCHMIDT ve PAYENS, 1976;
PAYENS, 1978). Bu model, daha dnce MORR
(1967) ve ROSE (1969) tarafindan hildirilen
modelden {PAYENS, 1976; .SCHMIDT ve PA-
YENS, 1986) gok bilylik bir sapma gistermek-
tedir, Ancak glinlimiizde PAYENS. (1978);
SCHMIDT (1980); WALSTRA ve VLIET (1986)
in galismalarindan tiiretiler model genel.&abul
girmektedir. Bu modele iliskin en belirgin sap-
tamatari: Ozetleyecek olursak; .(1). Submiselle-
rin varhg:, 15-20um. ¢apinda ve- asal olarak
hidrofobik baglar ile tuz képriileri.tarafindan
bir arada tutulan birkac farkly kazein molekiila
icerirler. (2) Temelde iki farklt submiselin var-
hén,-kappa - kezein igeren ve icermeyen. Kappa -
kazein igerenlerde bu fraksiyonun kazeinomak-
ropeptid (CMP) kismi, submiselin ylizeyinden
seruma dodru «sag» seklinde uzanir.(3) Kap-
pa - kazeinin baskin olarak miselin disinda yer
almasi, bu baglemda birbirlerine yakin olan
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miseller arasinda sterik ve elektrostatik bir
itme gelisir.(4} Submiseller asa! olarak kollo-
ida! kalsiyum fosfat (CCP} tarafindan bir ara-
da tutulurlar.

Caligmamn bundan sonraki agiklamataren-
da kazein, bu model gercevesinde tartisilacak-
tir.

Belirk bir derigimdeki tam (Whole) ka-
zeinin pH ve iyonik direnci dodal ve yapay
sistemlerde Snemdi bir farklibk gdstermemek-
tedir, ancak yapay sistemdeki gtreceli olarak
diigitk Cat? aktivitesi ve kiigiik boyutls topak-
lar seklindg kargimiza gikar. Boyutlarina jlis-
kin One niiriilen goriislerde birliktelik yoktur.
Capinin 10-20 pm, molekiitier adirhifimin ise
250.000- 2.000.000 dalton arasinda oldugu bit-
dirilmektedir (WALSTRA ve JENNES, 1984). Bu
baglamda miseller 10- 100 arasinda degigen
sayida kazein molekiilii i;erebileceklerdir. To-
paklart, globiller proteinlerde oldudu gibi hid-
rofabik bir éze sahiptiv, bu da ¢evresi hidrofilik
bir dig katman ile gevrili yapiyr ortaya koyar.
Bu hidrofilik (liyofilik) dig katman, asidik (kar-
boksilik veya fosforik) gruplart yvaprsinda bu-
lundurur, tam kazeinin submiseller olarak ani-
lan bu topaklarinin her biri farkhk kazein mole-
kiilierl igerir, Misellerde fraksiyonlarin yer
alma oraninin alfa- s, (beta 4- gama) : kappa:
alfa-s;, = 8:8:3:2 seklinde oldugu bildiril-
mektedir (WALSTRA ve JENNES, 1984),

Kappa-kazein siitte, birbirine kovalent
(-5-S.) baglar ile baﬁ!anm-l-s;. birkag molekilli
iceren bir oligomer yapidadir. Submiseller, bu
fraksiyonu igerenler ve Iigermeyenler olarak
tkive ayrilir. Ortamdaki Cat2 aktivitesinde ar-
t1s olrnas; durumunda fraksiyonlarin ve submi.
sellerin bir araya gelms olasthdi carpici bir
bigimde artmaktadir, Bu etkilegsimde kalsiyum
fosfat birlestirici ajan olarak rol oynamaktadir,

ancak dijer baglanma bigimerinin de yer al-

difn bilinmektedir, yalrizea protein-protein
baglanmatari yer almayabilir. Buna ek olarak
van der Waals gekmelerinin de belirli bir degere
sahip olduju One siriiimektedir (PAYENS,
1978) ' '

Kazeln misellerinin belirli bir su tutma
kapasitesine sahip oldugu, kolloid biliminin te-

rimleri ile bir hidrodinamik ve internal hacim-
seflikleri sozkonusudur. Literatiir, kazein mi-
celinin 4,4 mi/g gibl yiiksek bir hacimsellik
gisterdigi belirtmektedir. Ancak BLOOMFIELD
ve MORR (1973) hidrodinamik hacimselHginin
3,7 ml/g proteine egdefier oldugunu one siir-
mektedir (PAYENS 1978), WALSTRA ve VLIET
{1986) ise intarnal hacimselliginin 22 ml/g,
hidrodirramik hacimselliginin 1se 3,9 ml/g ol
dugunu bildirmektedir,

3. KAZEIN MISELLERININ KOLLOIDAL
KARARLILIGI '

Miselin olloidal kararliligr (zerinde koru-
yucu rol oynayan kappa- kazeinin C-terminali
agirr  hidrofilik ozellik gosterir, dzellikle kar-
bonhidrat igeren molekiiler bu dzellik lzerin-
de etkilidir. Aynca bu terminal {ug¢}, belirgin
kir negatif yiike sahiptir, Ortam sicakhgimin
diislirlilmesi, miselde yer alan beta - kazeinin
bilylk bir kisminin, kappa - kazeinin de bir kis-
mimn CCP'sinin dissosiyasyonuna yol agacag
ve bunun, misellerin ortalama boyutunda azal-
maya (SCHMIDT ve POLL, 1986) ve hacimselli-
dinde artmaya neden olacafi éne siriimekte-
dir. Bu misellerin ise her tlrlil flokulasyona
karsi kararli olacag: bildiritmektedir (WALSTRA
va JENNES, 1984). Kolloidal kararltiktaki artis
ciasihkla (beta -kazeinin) polipeptid zincirleri-
nin kismi olarak misel yiizey.nde seruma cika-
rak hidrodinamik hacimselligini ve sterik itme-
yi arttirmasindan kaynaklanacaktir,

Siitlin asitlendirilmesi de CCP dissosiyas-
yonuna neden olur (HOOYDONK ve ark, 1986).
pH 50'da CCP tamamen miselden uzaklagmis
olur. Bunun yamswa pH 54 aclayinda maksi-
mum ofmak lzere kazein fraksiyonlarinin da
miselden dissosiyasyonu sdz konusudur (beta,
kappa, alfa-s, swasiyla), dissosivasyon pH
4,6'da sifira iner. Glinlimlzde kazein miselleri-
nin eklenen elektrolite kargt gbsterd'di tepki-
nin Schulze - Hardy Yasasi'na uyum gdsterme-
di§i ve kazein misellerinin gercek liyofobik
kolloldlerderr farkh  oldugu bilinmektedir. Or-
tama NaC! eklenmes; durumunda (1 M’a kadar)
miselde bir Ca-Na dedigimi oldufiu ve bunun
da flokulasyonu engelledigi bildirilmektedir
(PAYENS, 1979).
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Schulze - Hardy Yasas); 1-1'lk bir elek
trolit varliginda 50 mM ve 2-1'ik elektrolitle
1 mM dolayindaki tuz derigimlerinde baslayan
hmzh bir kaugulasyonu Sngorir. Bu olay ser-
best Ca*2derisiminin 2,5 mM ve iyonik diren-
cin normalde 0,075 M oldugu siitte (PARRY,
1974} kazein misellerinde gbzlenmez. Kazeinin
elektrokratik dogasint tanida izoelektrik pre-
sipitasyoru ysterli dedildir. Dogal olarak pro-
teinferin jzoelektrik noktadaki ¢ozindrliklerinin
mirimuma inmesi ‘kazeinler] de kapsamakta-
dir, ancak misel igin bu kavram makromolekit-
ler gozeltilerin termodinamikleri ile acikian-
mahdir,

Kezeinin bu ylzyiln baglarindan beri bili-
nen bir kolloidal kararlihd: sézkonusudur, Bu
olay ilk kez FREUNLICH (1932) tarafindan agik-
lanmigtir (PAYENS, 1979), Bir liyofobik koilo-
idin kararlilik glicli genelde a'tin-sayist adiy-
la anilan bir dl¢lim ile belirtenir. Bu denemede
10 ml'tik bir aln gbzeltisinde (0,05-0,068 g
Au/ly, 1 ml % 10'luk NaCl eklenerek liyofilik

kolloidin flokulasyonunun dnleme boyutu belir-
lenir. Liyofobik kolloidlerin altin- sayist deger-

teri incelenecek olursa, kazeinin gérece kararli
oldugu goriilecektir, Kazein/Au oramt (agirhk-
¢a) 0,01'ken miseldeki kazein/kolloidal . fosfat
oram; 15 dolayindadir, Bu sonug sitrpriz- degdil-
dir glink: bu baglamda misel, anilan elektrolit
karakteri ile liyofobik kolioidden g¢ok bir pro-
tein yapisi sergilemektedir, Buradaki kararli-
Ik gbriinglisti liyofobik partikiiliin tamamen
liyofilik maddelerce kaplantnast yaklagim ile
aciklanamaz, Giink(i CCP'nin ayrilmasi ve yer
piya yeniden girmesi st serumunun iyonik
kompozisyonundaki degisimlerce kolaylikla re-
gule edilebiimektedir, Kolloidal etkin'ik ya da
«sterik stabilizasyon» kavramna iliskin ik ger-
cekei yaklasim NAPPER (1977) tarafindar or-
taya atilmigtir (PAYENS, 1978), Arastirmaciya
gore liyofobik kolloidin tamamen liyofilik mad-
de tarafindan kaplanmasinmn bir zoruniuluk of-
madi§t gbriisli gegerlidir. Ayrica McGANN ve
FYNE (1959) ife SAITO (1973)'iin calismaiar
sonucu, misele beta-kazein baglanmasi ile
CCP varhg arasinda dolayh bir itigkinin var
oldugu ortaya ¢ikmstir. Hem misel entegras-
yonu hem de miselden beta-kazaein dissosi-
yasyonu CCP tarafindan  engellenmektedir
{PAYENS, 1879).

Misellerin kalsiyum fosfat icenig@l isitma-
nin etkisi ite artar, pH'nin dilgmesi ile azalir.
Miseliar kalsiyum fosfatin yapidan uzaklasma-
81, misellerin daha kiigitk birimlene aynlmas:-
na yol agar. '

Site yiksek basing uygulanmast - drnedin,
100 MPa, 1 saat- miselin submiseilerine geri
donliglimsiiz olarak aynimasina neden olur,
Bunun olas| nedeni kalskyum fosfattan hidrok-
slapatit olusumudur, Sicakhigin dilsirlilmest-
brnedin 5°C'a - kazein misellerinin  hidrofobik
etkilesimlerini zayiflatir ve ozelltkle beta - ka-
zeinin dissosiye olmasina neden olur. Ancak
daha 6nce de belirtildigl gibi bu etkl hacimsel-
ligi artinr,

Kolloid kimyasindan ve yukaridaki agikla-
malardan, kazeinin kolloidal kararhiiigmin gok
karmastk bir kavram oldudu ortaya ¢rkmakta-
dir, Kazein misellerinin kararhiugm: etkileyen
en belirgin etkenler bzetlenecek olursa;

(1) Tuz bilegimi; serumun Cat2 aktivitesi-
ni ve misellerin kalstyum fosfat igerigini etki-
ler. Orned.n CaCl, eklenmes; Cat? ektivitesini
ve miseller kalsiyum fosfati arttirir ve pH'yl
diigiirir, Bu dedigimlerin hepsi kararhlik {ize-
rinde belirleyicidir. NaCl eklenmesi ryontk di-
renci arttiracaktir ancak misellerin kalsiyum
fostat igerigini diislirecektir bu da ¢ogu zaman
kararlilids arttirer, Sodyum sitrat katims karar-
Whig! arttirinken, sodyum fostat eklenmesi Cat?
aktivitesini diigiirir, miseldeki fosfati arttirr
ve pH'yl da etkileyebilir,

(2) pH'nin ditsmesi Gncelikle kolloidal kal-
siyum fosfatin goziinmesini beraberinde geti-
rir. Bu misel hacimseiliinde bir diiglige ve
kimi misellerin ¢dzinmmesine neden olur. pH
distitkge ¢éziinen fosfat niceligi de artar ve
kazein ¢tkelmeye baslar. Olasi!ikla kazein ha-
[a net negatif bir yiike sahipken kalsiyum fos-
tat bu bdlgede pozitif yiienir. pH 48 yakr
ninda fosfatin hemen tamami ¢ozllmis olur
ve pH 4,6'da kazeinin cozlnlirligl ihmal edi-
lebilir diizeydedir. Artik miselin de Stesinde
kazeln gokmektedir,
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(3] Sicakhk da bliylk bir etkiye sahiptir.

0°C yakininda miselin topak'anmasi ¢ok gii¢
gerceklesir. Bu kosulda topaklasmamn Qyp de-
geri 2 ile 5 arasinda degigmektedir. Sicakhk
diislisit hacimselligi arttinr, Ca+2? aktivitesin-
de gok az bir arhisa neden olur, goziiniirlik ar
tacag) i¢ln miseldeki kalsiyum fosfat azaltir
ve ortalama misel boyutu diiser,

(4) Kurutma (dehidrasyon) misellenin to-
paklasmasina yol agar. Yapidan suyun uzak-
lagtinlmas| girece diigik oH'va-dolaysiyla
ylizey = geriliminin  azahmasina -daha yiiksek
Cat2. aktivitesine, daha yitksek iyonik dirence
ve misellar kalsiyum fosfetin artmasina yol
agacag: ‘igin kararlthd azalr,

(5) Bazi hidrokolloidler, dzellikle kappa -
karragenan kazein misellerine baglamriar, Ne-

gatif ylikil karragenanin kappa-ve alfa-s,-
kazeinlerin pozitif yiikiii bolgeieri ile stkilegimi
sbz konusudur, CMC de olasilikla ayn: yolla
pH 7,5'de etkilesime girer. Bu kolloidlerin agir
niceliklerde eklenmesi ¢tkmeye neden olur ve
gtkeltinin vagsiz siit fazmdan aynldig) gorilir.

(6) Hemen bitin yizey aktif maddeler
geneide hidrofobik etkilesimler ile protemlere
baglanirlar, Katyonik yiizey aktif maddeler
(DAB) zeta potansiyelinin mutlak degerini
azaltir, bu da kararhliin  azalmast anlammna

gelir, Anyonik olanlar ise tam tersi bir etkiye

sahiptir.

(7) Yag-su, hava-su arasinda etkilesim-
lere girerek kararhibiklari olumsuz etkilenebi-
fir..
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