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OZET

Diinya’da gida sektorii igerisinde siit ve siit driinleri 6nemli bir yer tutmaktadir. Bunlar
icerisinde de, binden fazla gesidi ile peynircilik sektdrii 6n siralarda yer almaktadir. Peynir
tiretiminin vazgecilmez yapi taglari siit ve peynir mayasidir (rennin). Rennin farkli yollarla
elde edilebilir. Ancak peynir endiistrisinde, c¢cogu zaman hayvansal kaynakli rennin
kullanilmaktadir. Bu tiir rennin, gen¢ hayvanlarin (dana veya kuzu) mide bdlgelerinden elde
edilir. Renninin yaklasik % 75’ini kimozin % 25’ini ise pepsin enzimi olusturmaktadir.
Rennin siite ilave edildigi zaman, siit igerisinde bulunan kazein tanecikleri enzimatik agidan
kararsiz bir hal alir. Sonug olarak k-kazein iki bdliime pargalanir. Bu pargalar, kalsiyum-
parakazeinat ve kazeinomakropeptid (CMP) olarak adlandirilir. Gergeklesen bu reaksiyon
peynir liretiminin temelini olugturmaktadir.

Peynir endiistrisinin 6nemli parametrelerinden biri de peynir mayas: kuvvetinin (aktivitesinin)
belirlenmesidir. Ciinkii, ne kadar miktar mayanin ne kadar miktar siitii ¢oktiirebileceginin
bilinmesi, ekonomik agidan g6z ardi edilemeyecek bir parametredir.

Halen kullanilan standart peynir mayasi kuvveti tayin yonteminde, gorsellige dayali bazi zayif
noktalar bulunmaktadir. Hata ihtimalini artirabilecek olan bu zayifligin giderilebilmesi amaci
ile cihaza dayali yeni bir yontem iizerinde caligilmistir. Yeni yontemde, siitiin rennin
(kimozin) etkisi ile par¢alanmasi sonucu olusan kazeinomakropeptid molekiilii, Amberlite
IRC86 zayif asidik katyon degistirici regine iizerinde alikonulmustur ve sodyum kloriir
¢ozeltisi ile elusyon islemi uygulanmistir. Ardindan Harding ve MacLean’s (ninhidrin)
yontemi kullanilarak, pihtilagma sonrasi siit igerisinde bulunan primer amin azotu
miktarindaki artis incelenmistir. Bu artig ile pihtilagma siiresi arasinda gelistirilen bir formiil
yardimi ile, peynir mayas: aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edilebilmistir. Gelistirilen
yontem, klasik peynir mayasi aktivitesi tayin yontemi ile karsilagtirilmis ve standart sapmalar
arasinda anlaml fark olmadig: anlagiimistir.

Anahtar Kelimeler: Peynir mayas: aktivitesi, kimozin, kazein, regine
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ABSTRACT

Dairy products take an important place in food industry all over the world, especially, the
cheese industry has more than a thousand product variety. Millk and rennin are the most
important constituents of the cheese production. Rennin can be obtained by different ways,
however, animal based rennin is usually used in cheese industry. This kind of rennin is
obtained from stomach region of young calves and lambs. Rennin consists of 75 % chymosin
and 25 % pepsin enzyme. When rennin is added to milk, casein particles, in milk, get an
unstable situation. As a result k-casein divides into two parts. These parts are named as
calciumparacaseinate and caseino-macropeptide (CMP). This reaction is the basic of cheese
production.

One of the important parameters in cheese industry is the determination of milk clotting
activity of rennin. Because, knowing that how much milk can be coagulated by how much
rennin is a parameter that should be taken into account due to economic reasons.

Currently using methods for determining standard rennin power include some weak points. A
new method is studied that is based on devices in order to remove these weak points which
increase faulty probability. In this new method, caseinomakropeptid molecule that emerge
from proteolysis of milk with effecting rennin (chymosin) is adsorped by Amberlite IRC86,
weak asidic cation exchanger resin and then eluated with sodium chloride solution. After that,
increasing of the primary amine nitrogen proportion in post coagulation of milk is analysed by
using Harding and MacLean’s (ninhydrin) method. A formulation is obtained between this
increase and coagulation period. Thus, rennin activity can be analyzed by spectrophotometric
technique. This innovated process has been compared with the determination method for the
classical rennin activation, and it has been understood that there are not any significant
Standard deviation between them.

Key Words: Rennin activity, chymosin, casein, resin
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1. GIRIS
Hayvancilik sektorii igerisinde dnemli bir yeri olan siit hayvancilhigi, son otuz yilda biiyiik bir
degisim gostermistir. 1970°1i yillardan bu yana hayvan bagina diisen siit verimi yaklagik

olarak %150 oraninda artmistir. Bu yillarda 4,4 milyon ton olan siit {iretimi miktar1 bu giin

yaklasik olarak 11 milyon ton civarina yiikselmistir (TEAE, 2002).

Tiirkiye’'de tiretilen ¢ig siit; igme siitii, tereyagi, peynir, yogurt, dondurma ve siit tozu gibi
¢esitli siit Girtinlerine doniistiiriilmektedir. Ifade edilen siit iiriinleri igerisinde, toplam ¢ig siitiin
yaklasik %40 gibi 6nemli bir kismini ise peynir iiriinleri almaktadir. Yani toplam 4-5 milyon
ton civarinda ¢ig siit, peynir iiretimi i¢in ayrilmaktadir. Peynir, tiiketim aligkanliklari
acisindan vazgeg¢ilmez bir iirlin oldugu gibi, karbohidrat, protein ve kalsiyum gibi icerdigi

besin 6geleri agisindan da son derece 6nemli bir gidadir.

Siit diriinleri arasinda bu kadar biiyiik bir paya sahip peynir iiretimine ait 6nemli ekonomik
parametrelerden biri, kullanilan mayanin aktivitesinin (kuvvetinin) belirlenmesidir. Yani, ne
kadar miktar mayanin, ne kadar miktar siitlii ¢oktiirebileceginin bilinmesi gerekmektedir.
Ornegin 1/15000 olarak ifade edilen maya kuvveti, bu mayanin 1 biriminin (ImL ya da g)
15000 birim (ImL ya da g) taze inek siitiinii, 35°C’de 40 dk’da pihtilagtirabilecegi anlamina
gelmektedir.

TSE’de ve Diinya peynir sektoriinde halen kabul edilen standart maya kuvveti tayin yontemi
uygulanirken; peynir mayasi, yagsiz siit tozundan hazirlanan siite, 35+0,2°C ortam
sicakliginda ilave edilir ve kronometre ile siire baglatilir. Pihtilasmanin gézle goriildiigii an,
siire durdurulur ve bulunan rakam kullanilan denklemde yerine yazilarak hesap yapilir (TSE,

1996).

Pihtilagma islemi sirasinda, siit igerisinde bulunan kazein molekiilleri, peynir mayasinin etkisi
ile pargalanir. Bu caligmada, par¢alanma iiriinlerinden biri olan para-k-kazein molekiilii
lizerinde durulmustur. Primer amin grubu 6zelligine sahip, para-k-kazein bilesigi, zayif asidik
katyon degistirici re¢ine olan Amberlite IRC86 kullanilarak tutulmustur. Ardindan, sodyum
kloriir ¢ozeltisi ile regine tarafindan tutulan primer amin azotu ¢ozeltiye alinmistir. Elde
edilen ¢ozeltiye Harding Mac Lean’s (ninhidrin ) yontemi uygulanarak spektrofotometre
yardimi ile, 570 nm’deki absorbans degeri Gl¢iilmiigtiir. Losin kullanilarak olusturulan
standart egriden absorbans degerlerinin karsilik geldigi derisimlere ulasilmigtir. Bulunan
degerler, literatiirle uyumlu bir sekilde, pihtilagma islemi sirasinda, primer amin grubu

azotunun miktarinda bir artis oldugunu géstermektedir.
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Calismanin hedefleri dogrultusunda, bu artistan yola ¢ikarak, halen yiiriirliikte olan standart
peynir mayasi aktivitesi (kuvveti) tayin yontemi, spektrofotometre yardimi ile maya
aktivitesinin bulunabilecegi cihaza dayali bir yontem haline doniistiiriilebilmistir. Bu sayede

ortaya ¢ikabilecek gorsel hatalarin niine gegilebilmistir.
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2. GENEL BILGI

2.1 Siit

2.1.1 Tiirkiye’de Siit Uretimi

Tiirkiye’de siit ve siit {iriinlerinin tiretim degerleri, Cizelge 2.1°de goriildiigii gibi, yillar
itibariyle artis kaydetmesine ragmen, heniiz istenilen diizeye ulagsamamistir. Cizelge 2.1
incelendiginde toplam tarimsal iiretim degerlerinin 1995-2004 ddneminde %37 oraninda
artti@1 anlagilmaktadir. Ayrica hayvansal iiretim %40, siit iiretimi ise %351 oraninda biiyiime
gostermistir. Siit tiretiminin tarimsal {iretim igindeki pay1 yine bu donemde %14’den %19°a
¢ikarak artig oran1 %5 diizeyinde olmugtur. Siit {iretiminin hayvansal iiretim igindeki pay1 da

2004 yil1 itibariyle %75 diizeyine ulasmistir (TEAE, 2007).

Cizelge 2.1 Siit tiretiminin tarimsal ¢ikt1 i¢cindeki pay1 (1995-2004)

Uretim degeri
(milL.YTL)

Tarmmsal idiretim | 1.633 [3.031[4.756 |9.721 | 14.461 |21.572|28.319 [ 42.237 | 55.086 | 61.118
Hayvansal
iiretim 385| 625]1.20212472| 3.662| 5.152| 6.069| 9.262|13.432|15.574
Siit iiretimi 228| S09| 519/1.572| 1.938| 3.093| 4.386| 7.029| 9.463[11.740
Hayvansal.iiretim
icindeki pay1 (%) [59.22 |81.4443.18 63.59| 52.921-60.03| 72.27| 75.89| 70.45| 75.38
Tarunsal iiretim
icindeki pay1 (%) |13.96]16.79[1091 |16.17| 13.40| 1434| 1549| 16.64| 17.18| 19.21

1995 | 1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004

Cizelge 2.2°de Tiirkiye'de siit iiretim miktarlar1 gosterilmektedir. Veriler, Tiirkiye istatistik
Kurumu’ndan (TUIK) alinmistir. 2006 yilinda toplam siit iiretimi 12 milyon ton seviyesine
yaklagmistir. Toplam siit {iretiminin 10,8 milyon tonu inek siitli, 794 bin tonu ise koyun
siitiidiir. Inek siitliniin toplam siit {iretimi igindeki pay1 yaklasik %90 diizeyindedir (DTM,
2008).

Cizelge 2.2 Tiirkiye’de siit tiretimi (ton)

YILLAR | KOYUN SUTU | KECISUTU INEK SUTU | MANDA sUTU TOPLAM
2002 657.388 209.622 7.490.634 50.925 8.408.568
2003 769.959 278.136 9.514.138 48.778 10.611.011
2004 771.715 259.087 9.609.326 39.279 10.679.406
2005 789.878 253.759 10.026.202 38.058 11.107.897
2006 794.681 253.759 10.867.302 36.553 11.952.295

Cizelge 2.3°de belirtildigi gibi, Tiirkiye'de toplam siit ve siit iiriinlerinin kisi bagina diigen

tilketimin igerisinde ilk sirayr peynir alirken, bunu yogurt-ayran, igme siitii, tereyagi,



13

dondurma ve siit tozu izlemektedir (TEAE, 2007). Ancak, igme siitliniin toplam siit tiikketimi
i¢indeki oranimnin %13-15 dolayinda olmasi toplumda siit igme aligkanliginin yeterince
olmadigini ortaya koymaktadir. Tiiketilen toplam siitiin %50-53"tinii peynir, %18-19unu
yogurt ve ayran,  %]1-2"sini ise dondurma ve siit tozu tiretimi olusturmaktadir. 2007-2008

yillarinda siit ve siit iiriinleri tilketiminde artis beklenmektedir.

Cizelge 2.3 Tiirkiye’de siit ve siit @irtinleri tiikketimi (kg/kisi-y1l)

2000 | 2001 | 2002 2003 2004 2005 2006 | 2007** | 2008***
Pevnir 77.07| 72.80| 6148 7961 78,31 7986 8199 84.00 85.41
Yogurt-ayran 27280126251 224011281 2824 2880| 29,57 30.29 30,80
Terevagm 18.95| 17.90 15,12 19.58 19.26 1964 20.16 20.66 21.00
Dondurma 1.13 1.33 1.09 1.46 1.43 1.45 1.49 1,52 1.54
Siit tozu 1.39| 1.06 0,92 1.15 1,14 .17 1,20 1,23 1.26
Siit diriinleri
toplam*® 126,341 11934| 100.78! 13051 12837| 13092 13440| 137,70| 140.02
Icme siitii JR931 1956 2055 20581 21731 2322 2378 24.45 26.02
Toplam siit 14527 138,89 121.33| 151.09| 150.09| 154,14} 158,18 162,15| 166.04
S0t esdegeri ** tahmin, "+ ngorl

2.1.2 Siitiin Genel Tanim

Siit, besin degeri yiiksek beyaz bir sividir. Tiirlerine gére farklhiliklar gostermekle birlikte
hemen tiim siit gesitleri vitaminler, (genellikle A, B2 ve D vitaminleri), ¢esitli mineral tuzlar
(kalsiyum, potasyum, fosfor ve eser metaller), kolloid halinde dagilmis proteinler (kalsiyum
kazeinat, laktalbiimin ve laktoglobulin), karbohidratlar (genellikle laktoz), lipidler (yaglar) ve
yine kolloidal halde dikalsiyum hidrojen fosfat igermektedir (Sekil 2.1).

x1 Opak Siv1
) ,°"‘° . x1000 Yag Emiilsiyonu
© o o FEEER i X -
o - - >
o °>>.yag karecikleri
° % ,
x10.000 kazein stispansiyonu

yag kiirecikleri

Sekil 2.1 Siitiin yapisi
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Siitlin en 6nemli kolloidleri kalsiyum kazeinat, laktalbiimin ve nétral dikalsiyum hidrojen
fosfattir. Normal inek siitiiniin % 2,25-2,75 kadarin1 kazein bilesikleri olusturmaktadir. Geri
kalan miktar1 igerisinde %0.5-0,7 oraninda laktalbiimin ve %0.2’den daha az oranda da
dikalsiyum hidrojen fosfat bulunmaktadir (Leroy, 1924; Van 1914). Siite ait en 6nemli
eksikligin demir ve C vitamini yetersizligi oldugu belirtilmektedir (Ataci, 2001). Siit
icerisinde bulunan maddelerin miktarlan siit gesitlerine gore farklilik gostermektedir (Cizelge
2.4).

Cizelge 2.4 Farkl siit ¢esitlerinin analizi (/100 gr siit)

Bilesenler Birim | Inek | Kec¢i | Koyun | Bufalo
Su g 87,8 | 88,9 83,0 81.1
Protein g 3,2 Al 5.4 4.5
Yag g 3.4 35 6.0 8.0
Karbonhidrat g 4.8 4.4 51 4.9
Enerji kcal| 66 60 95 110

kj 275 253 396 463
Seker (Laktaz) g 4.8 4.4 5.1 4,9
Yag Asidi:
Doymus g 2.4 2.3 3.8 4,2
Tek-doymamis g 1 0.8 | i 1.7
Coklu-doymamig g 0.1 0,1 0,3 0,2
Kolesterol mg | 14 10 11 8
Kalsiyum iu 120 100 170 195

Bilindigi gibi siit proteinlerinin biiyik bir kismini kazein meydana getirir. Siit igerisinde
bulunan kazein taneciklerinin ¢ap1 500 A° kadardir. Cizelge 2.5’de gosterildigi gibi kazeinin

de farkl yiizdelere sahip fraksiyonlar: bulunmaktadir (Uraz vd., 1983).

Cizelge 2.5 Kazein fraksiyonlari

% Degerleri Fraksiyonlar
%40 o- kazein
%30 [3- kazein
%15 k- kazein
%15 minor fraksiyonlar

Bu fraksiyonlardan k-kazein, hem tiim kazeinin kolloidal durumunu koruyan, hem de peynir

mayasina duyarli olan bir fraksiyondur. Ornegin, bu kazeinin bulunmamasi durumunda Ca™"



15

olsa bile a ve B kazeinler normal durumlarini koruyamamakta ve ¢ékmektedirler (Carlson vd.,

1987).

Fosfoproteinler (bunlar konjuge proteinler sinifindan olup, basit protein komplekslerinden
ayri olarak, diger kiigiik molekiil agirlikli kimyasallar1 ve prostetik gruplari igerir. Bu gruplar
protein molekiiliine siki veya gevsek olarak baglidir) bu tiir prostetik grup; serin’in hidroksil
gruplarimin fosfat asidi ile esterlesmis veya aminohidroksibutirik asidin hidroksil grubunun,

fosfat asidi ile esterlesmis halinden ibarettir.

COOH
I
HOOC-CH - CH-O-PO3 HC-NH;
I | I
NH, CHj H,C-O-POs3
Treonin Fosfat Serin Fosfat

Fosfat grubu sulu sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile veya bazi enzimler ile koparilabilir. Enzim
etkisi ile kopma halinde hidroliz, proteoliz olmaksizin gergeklesir. Fosfor orani yaklagik %0.7
civarindadir. En 6nemli fosfoprotein kazeindir. Kazein siit igerisinde, ¢dziinmiis kalsiyum
tuzu seklinde bulunur. Siit kaynatildiginda kazein koagiile olmaz ve laktalbiiminin ¢6kmesini
dnler (Albiiminler suda ¢6ziinebilen proteinler sinifi olup, doymus amonyum siilfat ilavesi ile
¢oktiiriilebilirler). Cizelge 2.6°da proteinlerin yapi tasi olan amino asitlerin agik yaziliglari ve

kimyasal formiilleri gosterilmektedir.
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Cizelge 2.6 Amino asitlerin agik yaziliglar1 ve kimyasal formiilleri

Simge Amino Asit Kimyasal Adi Formiilii
NH,
Ala Alanin (Alanine) a-aminopropiyonik asit CHy-CH-COOH
Arg Argiin (Arginine) a-amno-d-guamdimovalenk asu HoN-CO-NH-CH,-CH;-CH -CH-COOH
NI i;
Asn Asparagin{Asparagine) a-amino-f-amidopropivomk asit HN-CO-CH,-CH-COOH
NH,
Asp Aspartik asit{ Aspartic asid) amunosuksinik asit HOOC-CH,-CH-COOH
NH:
Cys Sistein{Cystemne) a-amino-fi-merkaptopropiyonik asit HS-CH,- CH-COOH
NH;
Glu Glutamik asit a-aminoglutomik asit HOOC-CH;- CH;-CH-COOH
NH,
L H
His Histidin a-amino-f-imidazol-4-ilpropivonik asit
NH, &
lie Isoloysin{lsolecacine) a-amino-f-metilvalerik asit H3C-CH;-CH - CH-COOH
] i
CH, NH,
CH,
i
Leu Loysin(Leucine) a-aminoisokaproik asit CH-CH,;-CH-COOH
1 ]
CHs, NH,
Lys Lisin{Lysinc) a~diaminokaproik asit HyN-CH;-CH;-CH;- CH;-CH-COOH
NH;
Met Metionin(Methionine) a-amino-y-metiltiobutink asit H;CS-CH,- CH,-CH-COOH
1
NH,
Phe Fenilalanin(Phenylalanine) a-amino-fi-fenilpropivonik asit CeHs-CH,-CH-COOH
1
NH,
H
Pro Prolin(Prolienc) pirolidin-2-karboksilli asit G~ O
Ser Serin(Serine) a-amino-B-hidroksipropiyonik asit HO-CH;- CH-COOH
NH;
Thr Treonin{Threonine) a-amino-f-hidroksibutink asit CH;-CH - CH-COOH
1 i
OH NH,
HOOC
: . 2
Trp Triptofin(Tryptophan) u-ammno-fi-indol-3-ilpropiyontk asit ] '
NH ‘\~’ - .
H
Tyr Tirosin{Tyrosine) a-amino-f-4-hidroksifenilpropivonik asit § HO-CH-CH,-CH-COOH
NH,
CH.
Val Valin{Valine) a-amimnoisovalerik asit ‘
CH-CH,-CH-COOH
1 1
CH; NH;
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2.2 Peynir

2.2.1 Tiirkiye’de Peynir Uretimi

Diinya’da binden fazla peynir ¢esidi bulunmaktadir. Elimizde somut bir tarihsel kanit
olmamasina ragmen, peynirin ilk kez M.O. 6.000’lerde Mezopotamya’da veya Indus
Vadisi’nde gobanlar tarafindan iiretildigi samlmaktadir. Ulkemizde iiretilen peynirin biiyiik
kismi mandiralarda iiretilirken, %10 gibi bir miktari, modern isletmeler kullanilarak
tiretilmektedir. Mandiralarda ¢ig siitten elde edilen peynirler, tasidiklari mikroorganizmalar
acisindan halk sagligi yoniinden biiylik riskler olusturmaktadir. Kaliteli ve standart peynir
tretiminde, kaliteli ¢ig siit kullanilmasi, iiretimde hijyenik kosullara dikkat edilmesi, siite
etkin 1s1 igleminin uygulanmasi ve etkin bir paketlemenin yapilmasi gerekmektedir. Ayrica
kirsal kesimde isletmelerin {irettikleri siitii kendi imkanlari dahilinde peynir, yogurt ve
tereyag gibi gesitli siit iirinlerine dniistiirdiikleri bilinmektedir. Ulkemizde degisik yorelerde
mabhalli olarak yaklasik elli ¢esit peynir yapildigi tahmin edilmektedir. Geleneksel olarak evde
tiretilen bu peynirlerden bazilari fabrikasyon sartlarinda da iiretilirken, birgok mahalli peynir
¢esidimiz halen fabrikasyonla iiretilmemekte ve bu yiizden istenen kalite ve standart elde
edilememektedir (TEAE, 2007). Siitiin uyutulmus hali de denilen peynirin, Tiirkiye’de en
yaygin tiiketilen ¢esitleri beyaz peynir (Sekil 2.2), kasar peyniri ve krem peynirdir.

Sekil 2.2 Bey-Koy beyaz peyniri
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2.2.2 Peynirin Genel Tanim

Peynir, ¢ok sayida degisik aroma, tat ve sekle sahip fermente siit iiriinleri i¢in kullanilan genel
bir ifadedir. Diger bir tanimla, siitiin 6n islemlerden gecirilmesinin ardindan, peynir gesidine

uygun bakteri kiiltiiriiniin eklenmesi ile iiretilen fermente bir siit tiriintidiir.

Peynir, peynir mayasi veya zararsiz organik asitlerin etkisi ile pithtilastirilan siitlerin degisik
sekillerde islenmesi sonucu elde edilir. Siite peynir mayasi katildigi zaman elde edilen ¢okelti
(curd), heniiz tam anlami ile peynir degildir. Ancak, peyniri meydana getirecek olan kisimdir.
Geri kalan sivi boliim ise peynir alti suyu (whey) olarak isimlendirilir. Peynir {iretimi
yapilirken pihtilagsma gergeklestirildikten hemen sonra sivi kisim, siiziilerek ayrilir (Jenness ve

Patton, 1959; Leroy, 1924).

Peyniri olusturan temel unsurlar siit ve peynir mayasidir. Cizelge 2.7 ve Cizelge 2.8 de beyaz

peynir ve kasar peyniri iiretim semalar1 yer almaktadir (Siit ve Siit Uriinleri, 2007).
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Cizelge 2.7 Beyaz peynir iiretimi akis semasi

b o
Standartlara uygun peynirlik stitin segilmesi
(Yag ve protein miktarinin uygun olmasi)

N e
&
~ ™
On iglem
N -
W
f: Pastorizasyon &

( DUsuk sicakhikta uzun sire 1sil islemden
gegirilmesi,Ylksek sicaklikta kisa surel

ks 15!l iglem uygulamasi ) )
L4

e -

On olguniasma ( % 1-2, 25 - 30°C)

N o
¥

- ~

inkiibasyon

. -’
4

G e

Rennet ekienmesi ( 29 - 30 °C)

= -
§

o~ o

Pthtinin kesimi

N P
“

= ™~

On karistirma

N _—
+

P ™~y

Peynir suyunun On bosgaltiimasi

. =
4

e .y

Presleme

= i
i

o e

Tuzlama
{ % 16-14 sodyum Klorir salamurasi )

N =
4

r~ gt

Salamura iginde tenekelere basma

4

e e,

Olgunlasmasi igin depolanmasi ( 4-5°C)

i i
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Cizelge 2.8 Kasar peyniri iiretimi akig semasi

| Sitiin Secimi ]
v

[ Kiarifikasyon (SUtin Temizienmesi) l

v

[ Sogutma (2 - 4 C) ]

Rennet ICaCiz [ Pastorizasyon (72 °C, 15-205sn.) ]

] Sogutma {20 - 25 °C) ]
v

lSta rter Kitlr | > Sogutuimus SGt
v

[ Pihti Olusumu ]

v

| Kesme |

v

[ Pisirme (40 °C) I
v

[ Sogutma (20 - 25 *C)
v

[ Telemeyi Baskiya Alim

¥

l Dilimleme ]
v

I Haslama ]
v

[ Yogurma l

v

[ Kaliplara Dolum ]

v
[ On Olguniastirma ]
v

[ Kalip Cikarma ]

v
l Olguniastirma ]

v

[ Vakum Paketieme l

S—

b

Peynir ayni zamanda besin degeri iistiin bir siit {iriiniidiir. Kuru maddede bulunan yag

oranlarina gore peynir Cizelge 2.9°deki gibi siniflandirilabilir (Cetin, 2007).
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Cizelge 2.9 Kuru maddede bulunan yag oranlarina gére peynirlerin siniflandiriimasi

Peynir Gruplari Kuru Maddede En Az Yag Orani (%)
Krema Peynirleri 65
Tam Yagli Peynir 45
Yagli Peynir 30
Yarim Yaglh Peynir 20
Yavan Peynir 15

2.3 Peynir Mayasi

2.3.1 Enzim

Enzimler, biyolojik sistemlerde meydana gelen kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen biiyiik
protein molekiilleridir. Biitiin biyokimyasal reaksiyonlar enzimler tarafindan katalizlendigi
i¢in, her biyokimyasal reaksiyona 6zgii bir enzim vardir. Buna gore bir ¢ok enzimin varlig
zorunludur. Bu giine kadar, ¢esitli diizeydeki organizmalarda farkli kimyasal reaksiyonlari

katalizleyen yaklasik 2.000 adet enzim kesfedilmistir.

Eskiden enzimin Kkatalitik aktivitesinin, sadece saglam hiicrelerde meydana geldigi
diigiiniilityordu. En-zyme; yani “maya i¢inde” terimi buradan gelmektedir. Enzimlerin biiyiik
bir kismi, sahip olduklar1 biyolojik aktiviteleri kaybolmadan hiicre igerisinden ekstrakte

edilebilir ve saflastirilabilirler.

Eskiden “enzim”™ terimi, sindirim kanalinda oldugu gibi, bir ¢ozelti ya da sivi igerisinde etki
ettigi durumlarda kullanilmasina karsin, “ferment = maya” terimi ¢ogunlukla hamur
mayasinda oldugu gibi, bir hiicreye bagh oldugu durumlarda kullanilmistir. Ancak
fermentlerin de hiicre disinda etki edebildigi anlasilinca, iki terim arasinda farklilik
kalmamistir. Ifade edilen terimler arasinda bu giin herhangi bir farklilik olmamasina ragmen,
bakteri, mantar ve diger hiicreli enzimatik islevlere, mayalanma ve etki maddelerine de

ferment olarak isimlendirme yapilmaktadir.
Peynir yapiminda kullanilan pihtilagtiricilari iki ana baglik halinde toparlayabiliriz:
A) Pihtilasma Baslaticilar (Starter)

B) Dogal Mayalar (Rennin)
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Son yillarda mikrobiyal yolla peynir yapiminda kullanilan maddelerin (proteazlarin)
yayginlasmasi ile verimli ve uygun mikroorganizmalarin elde edilmesi yolunda yogun
calismalar yapilmaktadir. Peynir yapiminda kullanilan bu iki farkli kaynagin meydana

getirdigi pihtilagma reaksiyonlari da farklidir (Eralp, 1974).

2.3.2 Pihtilasma Baslaticilar (Starter)

Mikrobiyal yolla elde edilen pihtilastiricilar sinifina girerler. Siit igerisinde cesitli mikro
organizmalar bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalarin bir kismu siit igerisinde yararl faaliyet
gostererek gerekli fermentasyonlari saglarken (laktik asit fermentasyon bakterileri) bazilar1 da

sagliga zararl niteliktedir.

Cesitli mikroorganizmalarin etkisiyle siitte olusan ana fermentasyonlar, siitiin igerisinde

bulunan laktozun Sekil 2.3’ de gosterildigi gibi pargalanmasi bigimindedir.



!

Glukoz

Laktoz

}

Galaktoz

Fruktoz

Aldolaz

Triosefosfat — izomer

v

Pirtivat

Laktad Dehidrojenaz

Laktik Asit

HOMOFERMANTATIF

Glukonik Asit

> L0y

v

Ribulos

— Asetik Asit
Fosfoketolaz

v

Piruvat

1 Laktad Dehidrojenaz

Laktik Asit

HETEROFERMENTATIF

Sekil 2.3 Laktik asit fermentasyonu; homofermentatif ve heterofermentatif
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HOMOFERMENTASYON
(@)
I1
C-H CH, - OH
| I
CH-OH C=0
| I
HO - CH . CH-OH
| B I
CH-OH HO - CH
I I
HO-CH CH-OH
I I
CH,-OH CH,-OH
Glukoz Fruktoz
CH, - OH
I
C=0
I
CH - OH COOH
I I
HO - CH + 0, - 2 C=0 + 2H0
I |
CH-OH CH;
I
CH, - OH
Fruktoz Piriivik Asit
COOH COOH
I I
2. =0 + 2 H0 - 2 CH-OH + %0,
I I
CH3 CH3
Piriivik Asit Laktik Asit
Toplam Reaksiyon Denklemi
O
11
C-H
I COOH
CH-OH I
I + %0, » 2 CH-OH
HO —CH I
1 CH;
CH-OH
I
HO -CH Laktik Asit
1
CH, - OH
Glukoz

Sekil 2.4 Homofermentatif reaksiyon denklemleri
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HETEROFERMENTASYON
(0] (6]
11 11
C-H CH-O0OH
| I
CH-OH CH-OH
I I
HO - CH =10, > CH-OH
I I
CH-OH CH-OH
I I
HO - CH CH-OH
I 1
CH, - OH CH,-OH
Glukoz Glukonik asit
(0]
11 CH,-OH
CH-OH I
| C=0
CH-OH I
| CH -OH
CH-OH > I
I CH-OH + H,0 + CO,
CH-OH 1
I CH,-OH
CH-OH Ribulos
|
CH, - OH
Glukonik asit
CH, - OH
I
C=0 COOH COOH
I 1 I
CH-OH + %0, > 2°C=0""+"H,0+" CH;
I I
CH-OH CH;
I
CH, - OH
Ribulos Piriivik Asit
COOH COOH
I I
C=0 + H)0 > CH-OH + %0,
I I
CH; CH;
Piriivik Asit Laktik Asit
Toplam Reaksiyon Denklemi
(6]
11
C-H
1
CH-OH COOH
I I COOH
HO -CH + %0, > CH-OH + | + H,0 +CO,
1 I CH;
CH-OH CH;
|
HO - CH Laktik Asit
1
CH, - OH
Glukoz

Sekil 2.5 Heterofermentatif reaksiyon denklemleri
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Sekil 2.4 ve Sekil 2.5°de de goriildiigii gibi, olusan laktik asit nedeni ile, pH diistiigii i¢in
kazeinin kritik ¢okme pH degeri olan 4,76 y1 gegince kazein ¢kmesi baslamaktadir (Larsson
vd., 1996).

2.3.3 Dogal Mayalar (Rennin)

Genel olarak iilkemizde, peynir endiistrisinde rennin olarak ifade edilen peynir mayasi,

pihtilagsmayi baglatict maddelere (starterlere) oranla daha sik kullanilmaktadir.

Rennin, heniiz siit emmekte olan buzagilarin midelerinin dordiincii kismindan (sirdenden)
ozel bir teknik ile elde edilmektedir. Sirden mayasi; rennet veya rennin olarak
isimlendirilmektedir. Ayrica, bitkisel ve mikrobiyal yolla elde edilen rennet gesitleri de

bulunmaktadir. Bu ¢esit iiriinler cogunlukla vejeteryan Kisiler tarafindan tercih edilmektedir.

Renninin %75-95°lik kismin1 kimozin enzimi olusturmaktadir. Geri kalan %5-25°1ik kismi
ise pepsindir. Ancak kimozin pepsine gore daha yiiksek miktarda siitii pihtilastirma
aktivitesine sahiptir ve kazeinin oldukg¢a kiigiik bir kismini kirarak (105-106 bagi) siitiin
¢okmesini hizlandirmaktadir. Pepsin ise belirli bir bolgeye hedeflenmeyen proteolitik
aktivitesinden dolay: tiim protein agmi zayiflatir. Bu protein agi, siit yaginin sikistirir ve

peynir veriminin diigmesine neden olur (Ataci, 2001).

Gen¢ memelilerin sindirim salgilarindan elde edilen “rennin™ (rennet) siite ilave edildigi
zaman, siit igerisinde bulunan kazein tanecikleri enzimatik agidan kararsiz bir yapiya biiriiniir
ve k-kazein, kalsiyum parakazeinat seklinde ¢oker; bu yap: ise peynir iiretiminin temelini

olusturmaktadir (Anema vd., 2007).

2.3.4 Peynir Mayasi Aktivitesinin (Kuvvetinin) Belirlenmesi
Peynir endiistrisinin dnemli parametrelerinden biri de peynir mayasi aktivitesinin (kuvvetinin)
belirlenmesidir. Ciinkii, ne kadar miktar mayanin, ne kadar miktar siitii ¢oktiirebileceginin

bilinmesi ekonomik agidan g6z ardi edilemeyecek bir parametredir.

Bir mayanin kuvveti, bir birim (1 mL ya da 1 g) peynir mayasinin sabit gartlarda (35 °C’ de
40 dakikada) pihtilagtirabilecegi rekonstitiie siitiin hacmine (mLya da g) orani ile ifade edilir
(TSE, 1996). Maya siv1 ise tartim veya hacim &lgiilerek kullanilabilir ve birimsizdir (g/g veya
mL/mL). Eger maya kati ise yalnizca tartim alinarak ¢ahsilir. Ornegin 1:1000 kuvvetinde bir
maya ifadesi, 0 mayanin ImL’sinin 1000 mL taze inek siitinii 35 °C’de 40 dakikada
pihtilastirabilecegini belirtmektedir. (Toz ve tablet mayalarda maya miktari agirhik &lgiisii ile
belirtilmektedir.) Sekil 2.6’da maya kuvvetinin belirlenebilmesi amaciyla tiiplere 10’ar mL

siit almmig ve iizerlerine 1’er mL maya ilave edilerek kronometre ile siire baglatilmigtir.
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Pihtilagmanin ilk goriildigii an siire kayit edilmis ve Denklem 2.1°de yerine yazilarak maya

kuvveti hesaplanmistir (Madden, 1991; Gill ve Saunders, 1987).

MK = (2400 x S) / (Z x M) (2.1)
MK : Maya kuvveti

S : Rekonstitiie siit miktar1 (mL) (20 mL)

Z  :Pihtilagma siiresi (sn)

M :Maya miktar1 (mL) (2 mL i¢indeki maya miktar)

Peynir mayasi aktivitesinin (kuvvetinin) belirlenmesinde literatiirde yer alan farkli yontemler

bulunmaktadir (Eralp, 1974).

2.3.4.1 Fleischmann Yontemi

Peynir mayasindan 5 mL alinir ve su ile 100 mL’e tamamlanir, iyice karistirilir. Bu ¢ozeltiden
10 mL alinir su, banyosunda 35 °C’e getirilmis 500 mL taze siite hizla eklenir ve saate bakilir.
Karigtirilarak siitiin pihtilasmasmin goriildiigii an, siire not edilir. Ardindan ampirik formiille

hesap yapilir.

2.3.4.2 W.Grimmer Yontemi

Yine benzer iglemler yapilir ve buna ek olarak siitiin asitlik derecesi de takip edilir, pihtilagsma

goriildiigiinde siire not edilerek ampirik formiilden hesap yapilir.

2.3.4.3 Berridge Yontemi

Farkl siitlerin kullanilmasi ile pihtilasma siiresi degisebilecegi igin. yagsiz siit tozu kullanilir.
12 g yagsiz siit tozu, 100 mL 0,01 M kalsiyum kloriir ¢zeltisine katilir. 35 Cdeki su
banyosunda bulunan bir tiip icerisine, bu ¢ozeltiden 10 mL alinir. 0,5 mL belirlenen bir
oranda segreltilmis maya ¢dzeltisinden hizla ilave edilir ve siire baslatilir. Yine pithtilasmanin
goriildiigii an siire belirlenerek ampirik formiille hesap yapilir (Beyenal, 1999; Dénmez ve

Ozgelik, 1986).

(0
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Sekil 2.6 Maya aktivitesinin tayini
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Tiirkiye’de ve Diinya’da halen yiiriirlikte olan standart peynir mayasi aktivitesi (kuvveti)
tayin yonteminin esasi, son olarak ifade edilen Berridge yontemine dayanmaktadir (TSE,

1996).

2.4 Mayalama Islemi

Peynir iiretilirken, siit igerisinde bulunan kazeinin %951, kesilmis kisma gecer. Bu gegis;

pithtilasma, kurutma ve olgunlasma olarak tanimlanan ii¢ basamakta gergeklesir.

Siite, peynir mayas: katildig1 zaman gerceklesen ve peynir olusumunun ilk basamagini teskil
eden pihtilagsma islemi, iki fazli bir sistem olarak incelenmektedir (Wheelock ve Penney,
1972; Berridge, 1954). Birinci fazda, enzim siit igerisinde bulunan, ¢6ziinebilir kalsiyum
kazeinat (Sekil 2.7) molekiillerinin yiizeyindeki glikopeptid bandini kirar ve k-kazein ¢ok
dayaniksiz olan fenilalanin (105) — metionin (106) (Phe-Met) aminoasit bagindan koparak,
Sekil 2.8°de goriildiigii gibi, para-k-kazein ve kazeinopeptid olarak adlandirilan iki kisma
ayrilir(TurhanveMutlu,1998).

'"PyroGlu — Glu — Gln — Asn — GIn — Glu — GIn — Pro — Ile — Arg — Cys — Glu — Lys — Asp — Glu —
'®Arg — Phe — Phe — Ser — Asp — Lys — Ile — Ala— Lys — Tyr — Ile — Pro — Ile — GIn — Tyr —
*'Val — Leu — Ser — Arg — Tyr — Pro — Ser — Tyr — Gly — Leu — Asn — Tyr — Tyr — GIn — GIn —
*Lys — Pro — Val — Ala — Leu — Ile — Asn — Asn — GIn — Phe — Leu — Pro — Tyr — Pro — Tyr —
*'Tyr — Ala— Lys — Pro — Ala— Ala — Val — Arg — Ser — Pro — Ala— GIn —Ile — Leu — Gln —
"*Trp — Gln — Val — Leu — Ser — Asp — Thr — Val — Pro — Ala— Lys — Ser — Cys — Gln — Ala—
?1Gln — Pro — Thr — Thr — Met — Ala — Arg — His — Pro — His — Pro — His — Leu — Ser — Phe - *
'%Met — Ala — Ile — Pro — Pro — Lys — Lys — Asn — GIn — Asp — Lys — Thr — Glu — Ile — Pro —
Z'Thr — Ile — Asn — Thr — Ile — Ala — Ser — Gly — Glu — Pro — Thr — Ser — Thr — Pro — Thr — Thr —
137Glu — Ala - Val — Glu — Ser — Thr — Val — Ala - Thr — Lea — Glu — Asp — SerP — Pro — Glu —
132yal — Ile — Glu — Ser — Pro — Pro — Glu — Ile — Asn — Thr — Val — Gln — Val — Thr — Ser —

17Thr — Ala— Val

Sekil 2.7 k-kazeinin protein yapisi
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Ikinci fazda ise siit icerisinde bulunan kalsiyum iyonlar1 kalsiyum parakazeinat seklinde

¢okmeye neden olur (Wheelock vd., 1972; Waugh ve Von, 1956).

Birinci fazda gergeklesen islem ¢okmeye etki eden 6nemli bir basamaktir. Bu nedenle ilgili
faz lizerinde pek ¢ok literatiir calismasi yapilmistir. Bunlarin bazilarinda, siite enzim
katildiktan sonra %]12’lik TCA ekleyerek filtrata gegen azot miktari incelemis ve pihtilasma
sirasinda olusan birinci faz aydinlatilmaya calisilmistir (Sekil 2.9) (Alais vd., 1953). Bu

islemler sirasinda azot miktarinin belirlenmesi i¢in mikro Kjeldahl yontemi kullaniimistir.

¢ F
I1 I
PyroGlu e Cio W Met Val _COO + H,O
1 105 106 163
k-kazein
kimozin
O H
I1 I
PyroGlu Phe-aC o O + HouN Met Vil s COO
105 I
H
Para-k-kazein kazeinomakropeptid
(¢coziinemeyen) (¢oziinebilen)

Sekil 2.8 k-kazeinin kimozin etkisi ile pargalanmasi
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Yine literatiirde %2’lik TCA ve %12’lik TCA’da bulunan NPN (Non-Protein Nitrogen,
Protein Yapisinda Olmayan Azot) iizerinde durulmus ve azot miktarinin, siitiin ¢okmesi
sirasinda arttifi, Technicon Otoanalizor cihazi verilerine dayanarak ispatlanmistir (Lee vd.,

1977; Schafer ve Matsen, 1935).

40}
30~
TCAfiltratinda

mg N/1 siit 20~

k{8 o

Rennin reaksivonu. dakika
Sekil 2.9 %12’lik TCA filtratinda bulunan azot miktari
Ayrica siitiin ¢okmesi sirasinda k—kazein iizerinde gerceklesen hidroliz sonucu, peptid ve
glikopeptid yapilarinda meydana gelen degisim yine, TCA ¢o6zeltisinde bulunabilecek
miktarlarin incelenmesi ile aydinlatilmaya calisilmistir (Armstrong vd., 1967; Castle ve
Wheelock, 1972). Bu ¢alismada da azot miktar1 Nessler yontemi ile belirlenmistir (Varley,
1954). llgili yontem de yine Kjeldahl nesslerizasyon yontemi olarak literatiirde yer

almaktadir.

Yine bagka bir literatiir caligmasinda siit tozu 6rneklerinde bulunan toplam protein miktar

Kjeldahl metodu ve spektrofotometrik yontem kiyaslanarak bulunmustur (Kamizake vd.,

2003).

Bu verilerin tiimii incelendiginde genel olarak dikkat ¢eken nokta yapilan ¢aligmalarin biiyiik
bir kisminin TCA filtrati kullanilarak gergeklestirilmis olmasidir (Armstrong vd.,1967;
Chaplin ve Gren, 1980). Pihtilasma egri diizliige ulastin zaman gerceklesir (Sekil 2.9). Bu
reaksiyon i¢in optimum pH 3.5 — 5.5"dir. pH = 6,7"de (taze siitiin pH degeri) reaksiyon benzer
sekilde yiiriir ve diizlige ulasir. Diger taraftan pH = 3,5°den daha diisikk pH degerlerinde bu
reaksiyon gittikge yavaslar ve pH = 2°de tamamen durur (Eralp, 1974).
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2.5 Regine Calismalan

Siite peynir mayasi (rennin) katildig1 zaman, k-kazein Sekil 2.7°de gosterildigi gibi (105-106)
fenilalanin-metionin peptid bagindan kopar ve Sekil 2.8°de belirtildigi gibi primer amin grubu
(kazeinomakropeptid) ve karboksilik asit grubu (para-k-kazein) meydana gelir. Iste bu
noktadan yola ¢ikarak, olusan primer amin grubunu zayif asidik katyon degistirici regine ile
tutularak siitiin diger bilesenlerinden ayirip analiz edebilme galismalari {izerinde durulmustur.
Gergeklestirilen literatiir taramalarinin sonucunda da, zayif asidik katyon degistirici

re¢inelerin amino asitlerin kromatografik ayrilmalarinda kullanildig1 belirtilmektedir (Galen,

1969).

Sonug olarak, asagidaki reaksiyon geregi olusan amin grubunun regine tarafindan tutulacag:

on goriilmektedir.
-+ e - + -
[R—COO] Na i R’ — NH3 > [R —-COO] [NH3—R'] + Na

regine kazeinomakropeptit

Bu denemeler sirasinda zayif asidik katyon degistirici regine olan Amberlite IRC86
kullanilmistir. Regineye ait bazi 6zellikler Cizelge 3.1°de belirtilmektedir.

Cizelge 2.10 Amberlite IRC86’nin bazi 6zellikleri

Fiziksel formu amber goriintimlii

Matriks poliakrilik kopolimer jel

Fonksiyonel grup karboksilik asit

Iyonik formu H

2.6 Amin Grubunun Kolorimetrik Yontem (Ninhidrin Yontemi) ile Analizi

Bir a-amino asit ¢ozeltisi ninhidrin ile 1sitilacak olursa, CO, ve amino asidin amino
grubundan kaynaklanan amonyak a¢i8a ¢ikar ve biitiin a-amino asitlerin verdigi bir reaksiyon
sonucu, Ruhemann moru olarak bilinen ve 1910 yilinda Siegfield Ruhemann tarafindan
kesfedilmis renkli bir iirin olusur. Maksimum absorbans 570 nm’ dedir. Reaksiyonun
ilerleyisi Sekil 3.1°de gosterilmektedir Rengin kararhilizn 3 saat ile 12 saat arasinda
degismektedir. Ancak tavsiye edilen siire 3 saati gegmemesidir. Harding ve MacLean’s

yontemine gore amin azotu igeren (0,01 — 0,08 mg/mL amin azotu) rnege, % 10’luk sulu
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piridin ¢dzeltisi ve % 2’°lik sulu ninhidrin ilave edilir. Tiip, 20 dk. kaynar su banyosunda
bekletilir ve su ile sogutulur belirli hacme seyreltilir. Spektrofotometrede 570 nm dalga

boyunda absorbans degeri okunur. Standart egri ¢izimi igin 16sin kullanilabilir (Harding ve

MacLean, 1915).

p i
OH 00" HO
o 4 & T N A
/C\ + HaN— (f—H + C\
(”3 OH R no” ("?
O O
Ninhidrin Amino asit Ninhidrin
H
4
C02 Bl e

O 0]

I I \

¥ /€ 0
C[ C=N—C\ + 3H,0O+H"

o

0] O

Ruhemann moru
Sekil 2.10 Ninhidrin bilesiginin amino asitler ile verdigi reaksiyon denklemi
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Madde Ad1 Firma Adi Katalog Numarasi
Yagsiz Siit Tozu May-Bi Malkara Birlik A.S.
Rennin (Kimozin) Pey-Ma Pey-Ma Hansen
Kalsiyum kloriir Merck 102382

Piridin Merck 107462

Ninhidrin Sigma-Aldrich N 4876

Sodyum kloriir Merck 1.06400

Zayif asidik katyon Amberlite IRC86

degistirici regine

Aliiminyum hidroksit Merck 1.01091
Aliiminyum klortir Merck 8.01081
Aliiminyum siilfat Merck 1.01102

3.2 llgili Cozeltilerin Ve Regine Kolonunun Hazirlanmasi

3.2.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi

Destile su
Kalsiyumkloriir ¢dzeltisi, 0,01 M
Yagsiz siit tozu

Siit; 12 g yagsiz siit tozu 100 mL 0,01 M kalsiyum kloriir ¢ozeltisine ilave edildi ve 20 dk
manyetik karigtiricida kanistirildi. Ardindan 30 dk karanhkta bekletildi giinliik olarak

hazirlandi.
Maya (rennin); saf kimozin igeren mayanin % 0.5°lik ¢ozeltisi giinliik olarak hazirland:.
Zayif asidik katyon degistirici regine, Amberlite IRC86

% 6’lik Sodyum kloriir ¢dzeltisi.
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Sodyumhidroksit ¢dzeltisi, | M
Zayif asidik katyon degistirici regine, Amberlite IRC86

% 2’lik ninhidrin; 2 g ninhidrin tartilip 5 mL asetonda ¢oziildiikkten sonra su ile 100 mL’e

tamamlandi, giinliik olarak hazirlandi.
% 10°1uk piridin; 10 mL piridin ¢dzeltisi su ile 100 mL’e tamamlandi.

Standart 16sin ¢ozeltisi; 1 g/ amin azotu igerecek sekilde standart ¢6zelti hazirlandi.

3.2.2 Recine Kolonunun Hazirlanmasi

Béliim 2.5°de belirtilen iglemleri gergeklestirebilmek amac ile, zayif asidik katyon degistirici
regine olan Amberlite IRC86 kullanildi. 1 ¢cm i¢ ¢apinda 10 cm boyunda cam kolona alinan
8 mL regine iizerinden 20 dk siire ile 20 mL % 6’lik NaCl ¢ozeltisi 1 mL/dk hizla gegirildi.
Ardindan destile su ile yikama yapildi. Islem ii¢ defa tekrarlandi ve en son destile su

gegirilerek recine kullanima hazir hale getirildi.

3.3 Kullanilan Ara¢ Ve Geregler
UV-visible spektrofotometre: Agilent 8453 UV/Vis Spectrometer

Analitik terazi, Sartorius Analytic

Destile su cihazi

Magnetik karistiricili 1sitici, Chiltren Hotplate H531
Calkalayici, Niive SL 350 (50-250 rpm)

Su banyosu

Santrifiij, Hettich EBA 20

3.4 Harding ve MacLean’s (Ninhidrin) Yontemi Uygulamalar:

Sade siit, pihtilasma &ncesi mayal siit ve pithtilagsma sonras1 mayali siit drneklerine ninhidrin
yontemi uygulandi. Ozellikle sade siit ve pihtilasma Sncesi siit karigimlarindan elde edilen
mor renkli ¢ozeltilerin igerisinde, durulmayan bulanik bir yap1 goriildii. Spektrofotometre
dlgiimlerinde metodolojik hataya neden olan bu taneciklerin giderilebilmesi amaci ile farkli
maddeler kullanilarak ¢aligmalar tekrarlandi. Kullanilan maddeler ve elde edilen sonuglar

Boliim 4.3°de ifade edilmektedir.
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3.5 Regine ile Tutulma Calhismalar
3.5.1 Kesikli Yontem (Batch) Calismalar:

Bu teknikte, pihtilasma islemi sirasinda agiga ¢ikan primer amin azotu, Amberlite IRC86
zayif asidik katyon degistirici regine {izerinde tutulmaya c¢alisildi. Bolim 3.2°deki gibi
hazirlanan 20 mL siitiin tizerine 2 mL % 0,5°lik peynir mayas: ilave edildi. Kullanilan bu
mayanin klasik yontem ile pihtilasma siiresi 6 dk civarindadir. Ayni anda baska bir beherde
yine 20 mL siit + 2 mL su igeren karigim hazirlandi. Her iki behere de Boliim 4.2.2°deki gibi
hazirlanan 8 mL suda sisirilmis recine ilave edildi ve 20 dk calkalandi. Pihtilasma sonrasi
aciga c¢ikan primer amin azotunun reg¢ine tarafindan alikonuldugu diisiiniilen miktarini
bulabilmek amaci ile karisim dekante edildi. Regineler distile su ile yikandi. Ayrilan regine
20 mL % 6’ lik NaCl’den olusan elusyon ¢ozeltisi ile 20 dk ¢alkalanip ¢ozelti yine dekante
edildi. Su ile 100 mI’lik hacme tamamlandi. Elde edilen ¢ozeltilerdeki primer amin azotu
miktari, ninhidrin yontemi uygulanarak belirlendi. Bulunan sonuglar Boélim 4.3°de

goriilmektedir.

3.5.2 Amberlite IRC86 Miktarimin Belirlenmesi

Pihtilasma islemi sonunda agiga ¢ikan R-NH3 grubunun tutulmasi i¢in gereken regine

miktarinin belirlenebilmesi amaci ile Boliim 3.5.1°de anlatildigi sekilde bir seri 20 mL siit + 2
mL % 0,5’lik maya ¢ozeltileri hazirlandi. Destile su igerisinde sisirilmis reginelerin farkli
hacimleri kolona alindi. 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 mL hacimlerinde regineler farkli kolonlara
dolduruldu. Her biri pihtilagma sonrasi asamaya getirilmis olan, siit+tmaya ornekleri 4000
rpm’de santrifiijlendi. Sivi kisim ayrildi. Geriye kalan tortu birka¢ defa destile su ile
yikanarak, elde edilen tiim ¢ozeltiler toplandi. Ardindan Amberlite IRC86 re¢ine kolonundan

gecirildi. Daha sonra distile su ile kolon yikandi. Yikama islemine kolondan alinan ¢ozelti
tamamen berrak olana kadar devam edildi. Tutulan R—NH3+grubu, % 6’lik 20 mL NaCl’den
olusan elusyon ¢dzeltisinin, 1 mL/dk hizla kolondan gegirilmesi ile elue edildi. Eluatta

bulunan primer amin azotu miktar1 ninhidrin yontemi uygulanarak tayin edildi. Sonuglar

Boliim 4.4 de verilmistir.

3.5.3 Elusyon Cozeltisi Derisiminin Ve Hacminin Bulunmasi

Pihtilasma sonrasi olusan primer amin grubu azotunun Amberlite IRC86 rec¢ine tarafindan
kolon yontemi ile tutulmasindan sonra, geri kazanim igin en uygun derisimde NaCl ¢ozeltisi

miktarinin belirlenebilmesi amaci ile % 2 - % 10 arasinda degisen degerlerde 20’ser mL NaCl
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¢ozeltisi kullanilarak eluatlar elde edildi ve ninhidrin yontemi uygulandi. Sonuglar Béliim
4.5°de verilmigstir. Ayrica uygun NaCl derisiminin bulunmasmin ardindan uygun NaCl
¢ozeltisi hacminin bulunabilmesi amaci ile, 2 ser mL’lik bdliimler halinde alinan toplam 20
mL NaCl ¢dzeltisi, ayn1 miktar siit + maya karigiminin gegirildigi kolondan yine 1mL/dk hizla

gecirildi. Yine ninhidrin yontemi uygulandi. Sonuglar Béliim 4.5°de belirtilmektedir.
3.5.4 Pihtilasma isleminin Durdurulmasi

Siite, peynir mayas: (rennin) ilave edildigi anda baslayan pihtilasma reaksiyonunun, farkh
asamalarinda durdurulabilmesini saglayabilmek amaci ile, literatiir verilerinden de yola
¢ikarak (Chaplin ve Green, 1980), NaOH ilavesi ile gerceklestirilen pihtilasma reaksiyonu
denemeleri yapilmistir. Yedi adet 20 mL siit + 2 mL %0,5°lik maya karisimi ¢ozeltileri
hazirlandi. 35+0,2 °C” de su banyosunda bulunan &rneklere pihtilasmanin ikinci dakikasinda
1 M NaOH’den farkli hacimlerde ilave edildi ve meydana gelen hacim farki destile su ile
tamamlanarak giderildi. Kullanilan mayanin klasik yontem ile pihtilasma siiresi 6 dk
civarindadir. Farkli pH degerlerine sahip siit+tmaya karisgimlari, 20 dk sonunda su
banyosundan alindi ve regine kolonundan gegirilerek ninhidrin yontemi uygulandi. Sonuglar

Béliim 4.6°da verilmistir.

3.5.5 Pihtilasma Islemine Sicakh@in Etkisi

Buraya kadar yapilan biitiin deneyler 35+0,2 °C’de gergeklestirilmistir. Pihti olusumuna
sicakligin etkisini inceleyebilmek amaci ile Bolim 3.5.4’deki gibi siit + maya &rnekleri
hazirlandi. 25+0,2 °C ile 65 +0,2 °C araliginda degisen sicakliklarda galisildi. 10 dk. sonunda
ornekler yine recine kolonundan gegirilerek ninhidrin yontemi uygulandi. Elde edilen

sonuglar Boliim 4.7°de verilmektedir.

3.5.6 Pihtilasma Islemine CaCl, Derisiminin Etkisi
Buraya kadar yapilan deneylerde kullanilan siit, Béliim 3.2.1°de belirtildigi gibi 0,01 M CaCl,

¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmistir. En ideal CaCl, derisimini belirleyebilmek amaci ile lig
farkli derisimde hazirlanan CaCl, ¢6zeltileri ile siitler hazirlandi. 20 mL siit + 2 mL %0.5°1ik
maya karigimi kullanildi. Yine 10. dk’nin sonunda regine kolonundan geg¢irildi ve ninhidrin

yontemi uygulandi. Sonuglar Béliim 4.8de belirtilmektedir.

3.5.7 ldeal Cahsma Kosullarin Uygulanmasi

Deneysel verilerin 1s18inda tespit edilen ideal ¢alisma kosullar saglanarak, siit + maya

caligmalar1 gergeklestirildi. Pihtilasma islemi sirasinda meydana gelen primer amin azotu
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miktarindaki degisim ideal sartlar saglanarak incelendi. Bu amagla 0,01 M CaCl,
¢ozeltisinden hazirlanan siit, 20°ser mL’lik kisimlar halinde toplam alti adet 6rnek olacak
sekilde hazirlandi. Her bir 6rnek 35+0,2 °C’de su banyosuna alindi. Uzerlerine 2 mL %
0.5°1ik maya ¢ozeltisi ilave edilip kronometre ile siire baglatildi. Kullanilan mayanin klasik
yontem ile pihtilagma siiresi 6 dk 40 sn olarak tesbit edildi. Pihtilasma islemi baslatilan siit +
maya Orneklerine siras1 ile 0, 2, 4, 6, 8 ve 10. dk’larda 0,4 mL, 1 M NaOH ¢ozeltisi ilave
edildi. Siire tamamlandiginda 6rnekler yine 8 mL regine igeren kolondan 1 mL/dk hizla
gecirildi. Asagidan alinan ¢ozelti tamamen berrak olana kadar distile su ile kolon yikandi.
Ardindan % 6’lik NaCl ¢ozeltisinin 20 mL’si, yine 1 mL/dk akis hiz1 ile kolondan gegirilerek
regine tarafindan tutulan primer amin azotu ¢dzeltiye alindi. Ninhidrin yontemi uygulanarak

azot miktar belirlendi. Sonuglar Béliim 4.9°da gosterilmektedir.

3.5.8 Gelistirilen Yontemin k Degerlerinin Hesaplanmasi

Bolim 3.5.7°de belirtilen ideal ¢alisma kosullarinin saglanmasinin ardindan elde edilen
Cizelge 4.10°daki absorbans degerleri iizerinde ¢aligmalar yapildi. Bu absorbans degerleri ile,
kullanilan mayanin kuvveti olan 12000 rakami arasinda k degerleri hesaplandi (Denklem 3.1).

Sonuglar B6liim 4.10°da verilmektedir.

3.5.9 Spektrofotometrik Yontem ile Peynir Mayasi Aktivitesinin (Kuvvetinin) Tayini

Boliim 3.5.8°de bulunan k degerlerinin ortalamalari Cizelge 4.11°de yer alan ilgili béliime not
edildi. Ideal ¢alisma kosullar1 saglanarak, kuvveti 12000 olan maya ile siit+maya galismalari
gerceklestirildi. Pihtilagmanin farkli zaman dilimlerinde durdurularak, bes adet absorbans
degeri elde edildi. Cizelge 4.11°den bu zaman dilimlerinin karsilig1 olan k rakamlar1 bulundu.
Denklem 4.1°de yerine yazilarak spektrofotometrik yontem ile peynir mayas:1 aktivitesi

belirlendi. Sonuglar Béliim 4.11°de gosterilmektedir.

3.5.9.1 Tavsiye Edilen Yontem

250 mL’lik beher igerisine 0,01 M kalsiyumkloriir (CaCl,) ¢dzeltisinden 100+0,1 mL alinir.
Bunun iizerine 12+0,02 g yagsiz siit tozu yavas yavas ilave edilir. Bu sirada magnetik
karistiric1 ile karigtirma yapilarak siit tozunun daha kolay ¢oziinmesi saglanir. Karigtirma
islemine siit tozu tamamen ¢o6ziiniinceye kadar devam edilir (yaklagik 20 dk). Bu sekilde
hazirlanan siit, oda sicaklifinda ve karanlik bir yerde 30 dk kadar bekletildikten sonra

kullanima hazir hale gelir.
Peynir mayasi (rennin) ¢ozeltisinden % 0,5 oraninda maya igeren ¢dzelti hazirlanir.

Zayif asidik katyon degistirici regine olan, Amberlite IRC86, bir gece destile suda bekletilerek
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sigirilir. 1 cm i¢ ¢apinda 10 cm boyunda cam kolona alinan 8 mL regine iizerinden 20 dk siire
ile 20 mL % 6’k NaCl ¢ozeltisi 1 mL/dk hizla gegirilir. Ardindan destile su ile yikama
yapilir. islem ii¢ defa tekrarlanir ve en son destile su gegirilerek regine kullanima hazir hale
getirilir.

Hazirlanan siit ve maya ¢ozeltileri su banyosu kullanilarak 35+0,2 °C sicakhiga getirilir. Daha

sonra 50 mL’lik behere, 20 mL siit alinir ve bunun tizerine 2 mL maya ¢ozeltisi ilave edilir ve

kronometre ile siire baslatilir.

Maya ilave edilmesinin ardindan, Cizelge 4.10°da belirtilen herhangi bir siirede, 0,4 mL 1 M
sodyum hidroksit ¢ozeltisi eklenerek pihtilasma islemi durdurulur. Elde edilen karigim, regine

kolonundan, 1 mL/dk hizla gegirilir.

Kolon distile su ile yikanir. Kolonun altindan alinan ¢6zeltide hi¢ bulaniklik goriilmeyene
kadar su ile yilkama iglemine devam edilir. Aksi halde siitiin kendi bulanikligindan dolay:

hatal1 sonuglar elde edilebilir.

Yikama islemi bittikten sonra, kolon tarafindan tutulan primer amin azotu 20 mL % 6’lik

sodyum kloriir ¢ozeltisi kullanilarak ¢ozeltiye alinir ve su ile 25 mL’ye tamamlanir.

Buradan alinan 1 mL &rnek iizerine tiip igerisinde, 1 mL % 10’luk piridin ve 1 mL % 2’lik
ninhidrin ¢6zeltisi eklenir ve 20 dk kaynar suda bekletilir. Siire bitiminde derhal soguk suya

alinir ve su ile 100 mL’e tamamlanir.

Ayni igslemler 20 mL siit + 2 mL % 0,5°lik maya igeren ve baslangigta 0,4 mL, 1 M sodyum
hidroksit ilave edilen karisima da uygulanir ve absorbans degeri spektrofotometrede 570 nm
dalga boyunda okunur. Eger ¢ift 151n yollu spektrofotometre kullanilacak ise; A olarak ifade
edilen siitiin absorbans degerine kars1 A 6rnegin absorbans degeri okunur. Eger tek 151n- yollu
spektrofotometre kullanilacak ise suya karg: siit ve 6rnegin absorbans degeri okunup farki

alinara islem yapilir.

Bulunan absorbans degeri, asagidaki formiilde yerine yazilarak maya kuvveti hesaplanir.
MK = (As - Ag) Xk (3.1)

Burada;

MK : Maya kuvveti

As : Ornegin absorbans degeri (570 nm)
A, : Siitiin absorbans degeri (570 nm)

k :Faktor

Bu denklemde k bir faktdr olup. siite peynir mayas: katildig1 an ile sodyum hidroksit ilave
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edildigi zamana kadar gegen siire 120-420 sn’lerin diginda ise sabittir. Eger ilgili siire bu
aralikta ise, maya kuvveti hesaplanirken kullanilmasi gereken k degeri Cizelge 4.10°dan

okunabilir veya denklem 3.2 yardimi ile hesaplanabilir.

k=1 02,6645 -0,9395log t (32)

3.5.10 Klasik Yontem ile Peynir Mayasi Aktivitesinin (Kuvvetinin) Tayini

Denemeler sirasinda kullanilan peynir mayasinin (renninin) pihtilastirma siiresi klasik yontem
ile belirlendi. Bu amagla Bolim 3.2.1°de hazirlanan 20 mL siit 35£0.2 °C sicaklikta su
banyosuna koyuldu ve 2 mL % 0,5’lik maya ¢o6zeltisi eklendigi anda kronometre ile siire
baslatildi. Piht1 taneciklerinin gozle goriildiigii an siire durduruldu ve denklem 2.1

kullanilarak maya kuvveti hesaplandi. Bulunan degerler B6liim 4.12°de belirtilmektedir.

3.5.11 Istatistiksel Degerlendirme

Klasik yontem ile bulunan maya kuvveti ile, k degerleri kullanilarak bulunan maya kuvveti

degerleri karsilastirildi. Sonuglar Boliim 4.13°de gosterilmektedir.
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4. SONUCLAR

4.1 Standart Egri Hazirlama

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi 16sin kullanilarak standart egri hazirlanmis ve devam eden
galismalar sirasinda, bu egri yardimi ile absorbans degerlerinden derisim degerlerine

gecilmistir.

0,6 -
y=0,0961x+0,0011
05 - R?=0,9998

04 -
g3 -

02"

Absorbans (570 nm)

0,1 -

i 2 4 6 8
Derisim {mg N/100mL)

Sekil 4.1 Standart egri

4.2 Harding ve MacLean’s (Ninhidrin) Yonteminin Uygulamalan

Boliim 3.4°de belirtildigi gibi olusan bulanik yapiyr giderebilmek amaci ile Cizelge 4.1°de
goriilen maddeler ile ¢esitli denemeler yapildi. Bu ¢alismalar incelendiginde, hi¢gbir maddenin
tam anlami ile olusan bulanikhigi gideremedigi anlasilmaktadir. Sadece aliiminyum siilfat ile
bir seri ¢alisma denenmis ancak ninhidrin yontemi uygulandiginda, ¢ozeltinin alt kisminda
meydana gelen tortularin yine mor renk aldigi ve spektrofotometrik Olgiimler sirasinda
metodolojik hataya neden oldugu gézlemlenmistir. Bu nedenle bagka bir yontem arastirilmis
ve Amberlite IRC86 zayif asidik katyon degistirici reg¢ine kullanilarak yapilan ¢alismalara
gecilmigtir. Zayif asidik katyon degistirici regine kullanilmasi ile elde edilen olumlu sonuglar
nedeni ile durultma amaci ile polielektrolitle yapilabilecek diger calismalara gerek

kalmamugtir.
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Cizelge 4.1 Farkli maddelerin ¢oktiirme amaci ile denenmesi

Eklenen Madde Durulma isleminin Gergeklesip Ger¢eklesmedigi
Sade Siit Mayal: Siit

Alliminyum hidroksit Negatif Negatif
%o 1 Katyonik polielektrolit Pozitif Kismen Pozitif
(Bulanik yap1)

%o 1 Anyonik polielektrolit Negatif (Jelimsi yapi) Pozitif

Altiminyum kloriir Negatif Pozitif
Aliiminyum siilfat Kismen Pozitif Kismen Pozitif

4.3 Kaesikli Yontem (Batch) Cahsmalan

Bolim 3.5.1°de belirtilen ¢alismalarin ardindan Cizelge 4.2°de goriilen veriler elde edilmistir.
Siit + maya pihtilasma sonrasi azot derigimi ile sade siitiin azot degerleri arasinda anlamli bir
fark oldugu goriilmektedir. Ayrica, elde edilen mor ¢ozeltilerde, hem sade siitte, hem de

pihtilagmis siitte hataya neden olabilecek herhangi bir tortuya rastlanmamugtir.

Cizelge 4.2 Kesikli yontem ile regine ¢aligmalari

Sade Siit Siit + Maya
Deney No Azot Derigimi Azot Derigimi
(mgN/100mL) (mgN/100mL)
1 1,22 7,65
< 1,32 7,15
3 1,30 7,18
o+ 1,25 6.82
5 1,24 7,63
Xort L27 7,20
S 0,04 0,35
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4.4 Amberlite IRC86 Miktarinin Belirlenmesi

Siitlin maya etkisi ile pihtilasmasinin ardindan, agiga ¢ikan amin grubu azotunun tutulmasi
icin yeterli olan regine miktarinin belirlenebilmesi amaci ile, Bolim 3.5.2°de anlatildig
sekilde ¢aligmalar yapildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3’de goriilmektedir. Sekil 4.2°den
de anlasildigi gibi, 20 mL siit + 2 mL % 0.,5°’lik peynir mayasi ¢dzeltisi kullanilarak
gerceklestirilen maya aktivitesi tayini islemi sirasinda agiga ¢ikan R-NH;™ grubunun
tutulabilmesi i¢in gereken Amberlite IRC86 miktarinin, 8 mL suda sisirilmis regine olarak

belirlendigi anlagiimaktadir.

Cizelge 4.3 Amberlite IRC86 miktarinin belirlenmesi

Regine Miktar Azot Derisimi (mgN/100mL) %
(mL) deney no 1 deneyno?2 | deneyno3 | deneyno 4 v
2 4,10 3,98 4,15 4,01 4,06
4 5,24 5.30 5,24 5,20 525
6 6,92 6.98 7,00 6,92 6,96
8 1ol Jad 1,29 7.30 7.30
10 7.29 1.29 7.30 i, 7.30
12 31 7.30 7,30 731 731
8 o
s . * * *
§ 6
=
=5 .
Qo
£ a .
E
z 3
a
ek
29
0 T :
0 2 4 6 8 10 12
Adsorban Miktari (mL)

Sekil 4.2 Amberlite IRC86 miktarinin belirlenmesi
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4.5 Elusyon Cozeltisi Derisiminin ve Hacminin Bulunmasi

Amberlite IRC86 regine iizerinde tutulmus olan R-NH3 grubunun geri kazanimi igin gerekli

NaCl ¢ozeltisi derisiminin ve hacminin saptanabilmesi amaci ile B6liim 3.5.3°de anlatildig:
sekilde ¢alismalar yapildi. Cizelge 4.4’de NaCl ¢dzeltisinin derisimine; Cizelge 4.5°de ise

NaCl ¢ozeltisinin hacmine iligkin elde edilmis olan veriler goriilmektedir.

Sekil 4.3’deki verilerden geri kazanim i¢in en uygun NaCl derisiminin % 6’lik NaCl derisimi
oldugu; Sekil 4.4°den ise % 6’lik NaCl’iin 20 mL’sinin geri kazanim i¢in yeterli oldugu

sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.4 Elusyon icin gereken NaCl ¢ozeltisi derisiminin bulunmasi

NaCl Derisimi Azot Derigimi (mgN/100mL) =
(%) deney no 1 deneyno2 | deneyno3 | deneyno 4 "
2 3.43 3.43 3.40 3.43 3,42
4 5,23 5,24 37 5,03 522
6 7.33 T.32 103 7,32 7132
8 7,33 1.32 7633 1.32 7.32
10 1.3 T3 7.33 31 1.32
8 -
e . . .
S 64
s
< . *
% 5
1
E -
23 -
a
¥
==
0 ; -
0 2 4 6 8 10
NaCl Derisimi (%)

Sekil 4.3 Elusyon ¢ozeltisi derigiminin incelenmesi




44

Cizelge 4.5 Elusyon igin gereken %6’lik NaCl ¢ozeltisi hacminin bulunmasi

Azot Derigimi
%6’ 11k NaCl Ortalama
Hacmi (mL) (mgN/100mL)
) 0,45
4 1.25
6 212
8 3,07
10 4,38
12 532
14 6,73
16 7,04
18 721
20 7:23
8
i * *
=7 e
e 2
3
#
E
3 hd
&
: :
3+ *
*
0 T T T T T T T T T T d
0 2 4 6 8 DL 120 ks iR 20
%6 'lik NaCl hacmi (mL)

Sekil 4.4 Elusyon ¢ozeltisi hacminin icelenmesi
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4.6 Pihtilasma Isleminin Durdurulmasi

Pihtilagma isleminin, farkli asamalarinda durdurulabilmesini saglayabilmek amaci ile NaOH
ilavesi ile gergeklestirilen farkli pH calismalarinin sonuglan Cizelge 4.6’da gosterilmektedir.
Sekil 4.5°den de anlagildig1 gibi pH=6,5 olan 6rnege hi¢ NaOH ilave edilmemistir. Siit +
maya karigiminin dogal pH degeri olan pH=6.5 degerinde agiga ¢ikan azot derisimi 7,198
mgN/100mL seklindedir. Ardindan farkl hacimlerde ilave edilen NaOH ¢6zeltisinin etkisi ile
pH=7.3’den pH=11,6’a kadar degisen degerler elde edilmistir. Sekil 5.5’de goriildiigu gibi
pH=7,3’de yine azot degeri 7.245 mgN/100mL derisime ulasarak pihtilasma isleminin
durdurulamadig1 anlagilmigtir. pH=8,1 ila pH=9,5 araliginda ise azot degeri ortalama 3,1
mgN/100 mL civarinda sabit kalmistir. pH=10,2 ve pH=11,6 olarak gerceklestirilen
caligmalarda ise maya etkisi ile siit iginde bulunan k-kazeinin par¢alanmasinin yani sira, siitiin
diger proteinlerinin de pargalandigi ve bu nedenle azot degeri artisinin fazla oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle pihtilasmay:1 durdurabilecek en uygun pH araliginin pH=8.1 ile
pH=9.5 arasinda oldugu anlasilmistir. Devam eden ¢alismalarda 0.4 mL, 1 M NaOH c¢ozeltisi
20 mL siit + 2 mL maya karigimlarina ilave edilerek pihtilasma islemi istenilen asamalarda

durdurulabilmistir.

Cizelge 4.6 Pihtilagma islemi ile pH degisimi arasindaki iligki

[lave edilen 1M Aot derosens
NaOH hacmi pH (ngN /lOOSmL)
(mL) .

0 6.5 7,20

0.1 7.3 Jl2

02 8.1 3,24

0,3 8.9 2,92

0.4 9.5 315

0.3 10,2 1333

0.6 11.6 12,90
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6,5 Vo 8,1 8,9 9,5 10,2 11,6
pH

Sekil 4.5 pH’ya gore siiziintiiniin azot derigimi

4.7 Pihtilasma islemine Sicakh@in Etkisi

Siit + maya karigiminda pihti olusumu ile agiga ¢ikan amin grubu azotunun degisimine
sicakligin etkisini inceleyebilmek amaci ile Boliim 3.5.5°de belirtilen galismalar yapildi.
Cizelge 4.7°de elde edilen degerlerden de goriildiigii gibi, enzimatik olarak gergeklesen bir
reaksiyon olan pihtilagma islemi, ortam sicakligi 35 °C#0,2’nin lizerine ¢ikinca enzim
aktivitesinin bozulmasindan dolayi, 35 °C+0,2’nin altindaki degerlerde ise reaksiyon yavas
ilerledigi i¢in, pihtilasma islemi heniiz tamamlanamamis ve bu nedenle de amin azotu

derisimi maksimum degere ulasamamistir (Sekil 4.6). Ideal ¢alisma sicakligi 35 °C+0,2 olarak

bulunmustur.
Cizelge 4.7 Pihtilagma islemine sicakligin etkisi

Sicaklik Derisim (mgN/100mL) X

(°C+0,2) deney no 1 deneyno2 | deneyno3 | deneyno4 =
25 4.30 4,30 431 4,31 4,30
35 6,31 6,31 6,30 6,30 6,30
45 2,00 2,01 2,02 2,02 2,01
55 1,20 1,21 1,20 1,21 1,21
65 1,11 1,12 1,12 .12 1,12
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w (=3}
N L

Azot Derisimi (mgN/100mL)
w n

t(°C)

Sekil 4.6 Pihtilasma islemine sicaklik etkisinin grafigi

4.8 Pihtilasma islemine CaCl, Derisiminin Etkisi

Pihtilagsma islemine CaCl, ¢6zeltisi derisiminin etkisinin incelenebilmesi igin Boliim 3.5.6°da
belirtilen denemeler yapildi ve Cizelge 4.8°deki degerler elde edildi. Sekil 4.7°de de
goriildigi gibi 0,001 M CaCly’tin kullanildig1 ¢ozeltide, pihti olusumu ve dolayisi ile azot
artisi gézlenememigtir. 0,1 M CaCly’tin kullanildi@1 ¢aligmalarda ise maya katildig1 anda,
hemen ¢6kme ve azot artisi gergeklesmistir. Bu nedenle yine 0,01 M CaCl, ¢dzeltisinin
kullanildigi sonu¢ hem pihtilasma siiresi hem de azot derisimi agisindan en uygun deger

olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.8 Pihtilagma islemine CaCl, derisiminin etkisi

Derigim (mgN/100mL)
CaCl, (M) Xort
deney no 1 deneyno 2 | deneyno3 | deneyno4
0,1 6,30 6,32 6,31 6,32 6,31
0,01 6,30 6,30 6,29 6.31 6,30
0,001 1,43 1,46 1,45 1,44 1.44
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CaCl; Etkisi
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CaClz {(m)

Sekil 4.7 Pihtilagma iglemine CaCl, derigiminin etkisinin grafigi

4.9 lideal Calisma Kosullarinin Uygulanmasi

Bo6lim 3.5.7°de belirtilen ¢aligmalarin ardindan elde edilen, Cizelge 4.9°da yer alan koyu
renkli degerler pihtilasma sonrasi yapiya ait maksimum absorbans degerleridir. Sekil 4.8’de
de gorildiigii gibi pihtilasma noktasina yaklagilirken azot degerinde bir artis oldugu
goriilmektedir. Literatiir verileri ile uyumlu bir sekilde degisim gosteren azot miktari,

pihtilagsma sonrasinda sabit bir degere ulagsmaktadir.
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Cizelge 4.9 Ideal ¢alisma kosullarinin uygulanmasi

NaOH ilave Absorbans Degeri
edilme zamani
(sn) Deney Nol Deney No2
60 0,08 0,09
120 0,21 0,23
180 0,37 0,35
240 0,49 0,49
300 0,55 0,57
360 0,59 0.61
420 0,63 0,63
480 0,63 0,64
540 0,63 0,64

Absorbans (570 nm)

0,7

0,6

0,5 -

0,4

0'3 -

0,2

2

—— Deney No 1

~-=--@--- Deney No 2

0 60 120 180

240 300

360 420

NaOH ilave edilme zamani (sn)

480 540

Sekil 4.8 Mayalanma siiresi
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4.10 Gelistirilen Yontemin k Degerlerinin Hesaplanmas

Boliim 3.5.8’de belirtildigi gibi farkli zaman dilimlerinde absorbans degerleri elde edilen
slittmaya karigimlari ile, kullanilan mayanin gergek kuvveti olarak belirtilen 12000 rakami
arasinda esitlik kurularak k degerleri denklem 4.1°deki gibi hesaplandi. Bulunan k degerleri
Cizelge 4.10°da ve Sekil 4.9°da gosterilmektedir. Cizelge 5.10 ve Sekil 4.9°da belirtilen
“siire” ifadesi siite maya katildig1 an ile sodyum hidroksit ilave edildigi an arasinda gecen

zamanin saniye cinsinden degerini belirtmektedir.

MK = A xk (4.1)
MK: Maya Kuvveti

A : Absorbans degeri (570 nm)

k :Faktor

Cizelge 4.10 Hesaplanan k degerleri

NaOH ilave
edilme zamani k. ® k,* K o *
(sn)
60 14,63 12,63 13,63
120 5,71 515 5,43
180 3,24 3,45 3,35
240 2,45 2,44 2,44
300 2,18 2.1 2,14
360 2,03 1,97 2,00
420 1,90 1.89 1,90
480 1,91 1,88 1,90
520 1,89 1.89 1.89
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Sekil 4.9 k degerlerinin mayalanma siiresi ile degisimi

4.11 Spektrofotometrik Yontem ile Peynir Mayasi Aktivitesinin (Kuvvetinin) Tayini

Ideal ¢alisma kosullar1 saglanarak, maya kuvveti 1/12000 olan maya esliginde bir seri
absorbans 6l¢timii yapildi. Pihtilasma isleminin NaOH ilavesi ile durduruldugu zaman ile

degisen azot derisimine ait absorbans degerleri Cizelge 4.11°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.11 Aktivitesi 12000 olan maya esliginde gerceklestirilen ¢aligmalar

NaOH ilave Absorbans k degeri Hesaplanan
Deney No edilme zamani degeri (x10%) Maya Kuvveti
(sn) (570 nm)
1 120 0,22 5.43 1,20x10*
2 180 0.36 3.35 1,21x10*
3 240 0.49 2,44 1.19x10*
4 300 0,56 2.14 1.21x10*
5 360 0.60 2.00 1,20x10*
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4.12 Klasik Yontem Ile Peynir Mayasi Aktivitesinin (Kuvvetinin) Tayini

Béliim 3.5.10° da belirtilen amag dogrultusunda 20 mL siit {izerine % 0,5°1ik 2 mL maya ilave
edilerek 35+0,2 °C’de su banyosunda pihtilasma siireleri belirlendi. Bulunan sonuglar Cizelge

4.12°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.12 Peynir mayas aktivitesinin klasik yontem ile belirlenmesi

Deney No g{ﬁi‘;ﬁ'sﬁ Kh:\?\)/l:ti
) 402 1,19x10*
2 393 1,22x10*
3 397 1,09x10*
4 400 1,20x10*
5 404 1,19x10*

4.13 istatistiksel Degerlendirme

Boliim 3.5.11°de belirtildigi gibi klasik yontem kullanilarak bulunan maya aktivitesi degerleri
ile, k sayillar1 kullanilarak, denklem 4.1 yardimi ile bulunan maya aktivitesi degerleri
istatistiksel agidan degerlendirildi. Elde edilen sonuglara gore iki yontem arasinda F ve t

testine gore anlamli fark yoktur.
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Cizelge 4.13 Iki yontemin istatistiksel degerlendirmesi

Deney No Klasik yontem ile b'ulunan Yeni yontem ile blflunan
maya kuvveti maya kuvveti
1 1.19x10* 1,21x10*
2 1,22x10* 1,21x10*
3 1,21x10* 1,19x10*
4 1,20x10* 1,21x10*
5 1,19x10* 1,20x10*
A 1,20x10* 1,20x10*
S 0,13x10° 0,07x10°
Xortt.S/An 1,19x10* - 1,22x10* 1,19x10* — 1,21x10*
t testi 0,18 <2,31
Fiesti 3,89 < 6,39
n=n=>5 Fu."% (tablo) = 6,39 % (tablo) = 2,31
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5. DEGERLENDIRME

Tiirkiye’de ve Diinya’da standart olarak kabul edilen, peynir mayas: aktivitesinin (kuvvetinin)
tayini isleminin temeli, literatiirde yer alan Berridge yontemine dayanmaktadir. Bu yontemde
ise hataya neden olabilecek gorsel faktorlerin bulundugunu ilgili béliimlerde agiklanmstir.
Ayrica pihtilasma islemi sirasinda azot degerindeki degisim literatiir verilerinde gogunlukla

Kjeldahl Y&ntemi kullanilarak incelenmistir.

Oysa bu galisma da, Sekil 2.8’de goriilen kazeinomakropeptid bilesigi, yapisinda yer alan
R-NH;" grubu vasitas: ile zayif asidik katyon degistirici regine kolonunda alikonulmustur.
Ayni sekilde siitte bulunan protein zincirinin en ucundaki tersiyer amin gruplari da iyon
degistiricide tutulacaktir. Bu nedenle referans olarak siit kullanilmig ve ayni islem siite de
uygulanmistir. Cizelge 4.10°de yer alan ko degerleri kullanilarak denklem 3.1 yardimi ile
spektrofotometrik yontem ile peynir mayas: aktivitesi tayin edilebilmistir. Yine klasik yontem
kullanilarak peynir mayasi aktivitesi tayin edilmis ve bulunan sonuglar Cizelge 4.13’de yer
aldig1 gibi F ve t testine gore degerlendirilmistir. Elde edilen sonuca gore klasik yontem ile

gelistirilen maya kuvveti tayin yontemi arasinda anlamli fark olmadig anlagiimaktadir.

Cizelge 4.10 yardimu ile k degeri bulunamadig takdirde maya kuvveti denklem 5.1 yardimi

ile de hesaplanabilir.

MK = (Ag - A, ) X 10 26645-09395logy) 51

MK : Maya kuvveti

A, : Ornegin absorbans degeri (570 nm)

A : Siitiin absorbans degeri (570 nm)

t :siire (sn); siite maya katildig1 an ile sodyum hidroksit ilave edildigi zamana kadar gegen
siire

Bu matematiksel ifade deneysel verilerden modelleme ile ¢ikarilmistir ve mayalanma

stiresinin 120 sn ile 420 sn arasinda kalmasi kosulu ile kullanilabilmektedir.
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