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PEYNIR ALTI SUYUNDA B-KAZOMORFIN-7 OLCUMU ICIN ELiSA’YA
DAYALI KANTITATIF METOT TASARIMI
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Damisman: Yrd. Doc. Dr. Ebru SAATCI

OZET

Bu caligmada Tiirkiye’de imal edilmis peynirlerin, peynir alt1 sularinda bulunan beta-
kazomorfin-7 (B-kazomorfin-7, BKM-7) peptiti indirek ELISA ve ters-faz HPLC de
analiz edilmistir. Oncelikle ELISA standart grafigini elde etmek iizere, standart inek
BKM-7 peptidi BSA ile gluteraldehit konjugasyon metoduyla konjuge edilmistir.
Optimize ELISA metodu sonlandirilmas: 25. dk da, 405 nm dalga boyunda plaka
okuyucu ile yapilmistir. Elde edilen absorbans degerleri, 1:30 molar oranda BSA-BKM-
7 peptit konjugatinin 6.25-100 ng/ml araliginda 1/150 primer antikor ve 1/250
enzimatik isaret diliisyonlarmda bir seri standart BKM-7 egrisine kars1 hesaplanmigtir.
ELISA testinin hassasiyeti 23+5.3 ng/ml olarak bulunmustur. 0.05-0.5 diliisyon
araligindaki 9 ¢esit peynir alt1 suyu BKM-7 miktari optimizasyon sonrasi indirek
ELISA metodu ile dlgiilmiistiir. C marka peynir 6rnegi i¢in bulunan BKM-7 miktar1
absorbans BKM-7 standart egrisi kullanilarak, 403.1 ng/ml olarak bulunmustur. Diger

peynir sularinda BKM-7 miktar hesaplamasi i¢in immiin aktivite alinamamastir.

Ters-faz HPLC calismalarinda, BKM-7’nin 220 nm dalga boyunda, 36-38. dk arasinda
maksimum absorbans verdigi gozlenmistir. Elde edilen BKM-7 piklerinin
konsantrasyonu, 0.0312-1.25 mM derisim araliginda standart egrisine Kkarsi
hesaplanmigtir. Kullanilan filtrelerin geri kazanim katsayilarina goére (30000 MWCO
icin 0.9) yapilan iyilestirme ile A marka peynir alt1 suyundaki ortalama BKM-7 miktar1
12.5 £2.35 uM ve karsilig1 10 ng/ml, B marka peynir alt1 suyundaki ortalama BKM-7
miktar1 35.1+3.93 uM ve karsiigi 28.1 ng/ml ve C marka peynir alti suyundaki
ortalama BKM-7 miktar1 422.68 + 4.16 uM ve karsilig1 338.15 ng/ml bulunmustur.

Calisilan metotlar1 karsilastirdigimizda, ELISA metodunun deteksiyon alt limiti 6.25

ng/ml olmakla beraber HPLC metodunun diisiik konsantrasyonlarda, ELISA’nm ise
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yiiksek konsantrasyonlarda HPLC’ye gore daha iyi sonu¢ verdigi goriilmiistiir. C marka
peynir alt1 suyu BKM-7 peptit miktarmm HPLC ile tespit edilen miktar1 ile ELISA da
tayin edilen miktar1 yiiksek tutarlilik gostermektedir. Calisilan metotlar peptit tespiti ve

Ol¢iimii agisindan birbirlerini desteklemektedirler.

Pek ¢ok hastaligin etmeni olan ve saglk acisindan her yonden 6nem ihtiva eden
biyoaktif peptit BKM-7, simdiye kadar gelistirilen diger yontemlerinin aksine, sindirim
metabolizmas1 ¢aligmalar1 ve ekstraksiyon yontemleri dahil edilmeden, ¢alismamizda
gelistirilen metotlarla peynirde direk olarak tespit edilmektedir. Buna bagli olarak
calisgmamiz, marketlerde, Al tip inek siitii lirlinlerinin tespitine olanak saglayan 6zel bir
arastirma niteligi tasimaktadir. Inek siitiinde A1 tip siit biyobelirteci niteligindeki BKM-
7’ nin miktar tayini yapilabilinmesi yoniinden gelistirilen analitik metot, giinliik hayata

uygulanabilirligi kuvvetle muhtemel inovatif bir ¢aligmadir.

Anahtar Kelimeler: Al tip inek siitli, peynir alt1 suyu, beta-kazomorfin-7, indirek
ELISA, ters-faz HPLC
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ELISA-BASED QUANTITATIVE METHOD DESIGN FOR THE DETECTION
OF B-CASOMORPHIN-7 IN CHEESE WHEYS

Omer ERGIN
Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M.Sc. Thesis, May 2013
Supervisor: Assist. Prof. Ebru SAATCI

In recent study, beta-casomorphin-7 (B-casomorphin-7, BCM-7) content of Turkish
white cheese rennet was quantitatively detected by indirect ELISA and RP-HPLC
methods. Bovine standard BCM-7 was conjugated with BSA by using glutaraldehyde
conjugation method for the drawing of standard graph of ELISA method. Developed
ELISA plates had read at 405 nm at 25. min by using plate reader. The concentration of
BCM-7 peptides in the samples were calculated towards standard graphics. The
graphics were constructed by using 1:30 (w/w) molar ratio of BSA-BCM-7 peptide
conjugation in the range of 6.25-100 ng/ml with 0.991 r* linearity where the optimum
antibody dilutions were 1/150 and 1/250 for the primer antibody and enzymatic labels,
respectively. The presicion of the indirect ELISA test was as 23+£5.3 ng/ml. BCM-7
quantity of 9 different brands of cheese wheys were detected in the dilution limits of
0.05-0.5 by using optimized indirect ELISA method. As a result of detection, the
amount of BCM-7 in white cheese C brand was found as 403.1 ng/ml. For the other
brands, the immunoreactive did not detected for the calculation of the amount of the

peptide.

In RP-HPLC chromatograms, the maximum absorbance peaks of standard bovine
BCM-7 peptides were detected at 220 nm between 36-38. minutes. The amount of the
petide in the cheese rennets were calculated towards standard graphic in the range of
0.0312-1.25 mM concentration with 0.9999 r* linearity. After the calculation of the
recovery coefficient (0.9 for MWCO 30,000) of the used filters in the filtration, the
concentration of BCM-7 were found as 12.5 +£2.35 uM and 10 ng/ml, 35.1+£3.93 uM
and 28.1 ng/ml, 422.68 + 4.16 puM and 338.15 ng/ml for brands A, B and C,

respectively.
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When we compare the methods, even the detection limit of ELISA test was 6.25 ng/ml.
It was seen that indirect ELISA method was good in the high concentrations of the
peptide and RP-HPLC was good in the low concentrations. A good correlation was
found between the methods for the concentration of brand C cheese peptide. Developed

methods are supported each other in the determination and the detection of the peptide.

The bioactive peptide BCM-7, factor and reason of many diseases in terms of the
importance of health, can be directly detected from the cheese rennet by using the
designed method in the thesis without the need for digestion, extraction processes and
metabolism studies, unlike the other methods so far developed. Therefore, our study is a
unique and an innovative research which allows to determine Al-type cow milk and
milk products in the markets. In terms of the amount to determination of BCM-7 as Al
type cow milk biomarker in the milk products, the applicability ofthe analytical
developed method in daily life is more likely.

Keywords: Al type bovine milk, cheese whey, beta-casomorphin-7, indirect ELISA,
RP-HPLC
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KISALTMA VE SIMGELER LISTESI

o-Kazein : Alfa-Kazein

B-Kazein : Beta-Kazein

k-Kazein : Kappa-Kazein

B-Kazomorfin : Beta-Kazomorfin

BKM-7 : Beta-Kazomorfin-7

BLG : Beta-Laktoglobulin

SIDS : Sudden Infant Death Syndrome

(Ani Bebek Oliim Sendromu)

HPLC : High Performance Liquid Chromatography
(Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi)

RP-HPLC : Reverse Phase- High Performance Liquid Chromatography
(Ters Faz-Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi)

MWCO : Moleculer Weight Cut-Off

(Molekiiler Agirlik Smirlama)

TS : Tiirk Standartlar1

CMP : Kazeinomakropeptit

ACE : Angiotensin [-Doniistiiriicii Enzim
CPP : Kazeinofosfopeptitler

GIS : Gastrointestinal Sistem

uv : Ultra Viyole

UV-Vis : Ultra Viyole-Visible
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GIRIiS

Peynir, siitlin peynir mayasi veya zararsiz organik asitlerin etkisiyle pihtilastirilmasi,
degisik sekillerde islenmesi ve bu arada siiziilmesi, sekillendirilmesi, tuzlanmasi, bazen
tat ve koku verici zararsiz maddeler katilmasi ve cesitli siire ve sicakliklarda
olgunlastirilmasi sonucunda elde edilen besin degeri yiiksek bir siit iirlintidiir [1]. Siitiin
bilesimindeki protein, yag, mineral maddeler 6zellikle kalsiyum ve fosfor minerallerini
ve Ozellikle yagda eriyen A, D, E, K vitaminleri ve suda eriyen B, vitamini basta olmak
iizere vitaminleri yogunlastirilmis bir sekilde yapisinda bulunduran peynir, beslenme
degerinin lstiin olmas1 ve zevkle tiiketilmesinden dolayi, toplumun her yas grubunun
beslenmesinde biiyiik 6neme sahiptir [2]. Her peynir ¢esidinin kendine 6zgii renk, koku,
tat, yapi, gozenek, kabuk gibi Ozelliklerinin olusmasinda kullanilan hammadde,
uygulanan teknik ve olgunlasma kosullar1 6nemli rol oynamaktadir. Olgunlasma, ¢esitli
enzimlerin ve mikroorganizmalarm etkisiyle ¢cok karmagik biyokimyasal reaksiyonlarin

gerceklestigi bir siirectir [3].

Peynirin ham maddesi siittlir. Ancak siit deyince akla ilk olarak inek siitii gelir.
Bugiinkii bilgilere gére memeden sagilan siitte 200 civarinda madde bulunmaktadir.
Bunlardan bir kismi ana besin 0geleri dedigimiz maddeler olup, digerleri daha az

miktarda veya eser miktarda bulunan siitiin mindr bilesenleridir [1].

Peynirler de birer protein jelidirler. Bu nedenle siit proteinleri bu {iriinlerin olusumunda
temel onem arz ederler [4]. Inek siitii gelismis toplumlarin beslenmesinin biiyiik kismmi1
olusturur ve litrede ortalama 32 gr protein igermektedir [5]. Siit proteinlerinin ig¢inde
bulunan kazein genel olarak en onemli siit proteini olarak bilinmektedirler. Kazeinler

inek siitliindeki total proteinin % 82’sini olusturmaktadir [6].

Siitiin esas proteini olarak bilinen kazeinler, siitiin asit ile reaksiyonundan sonra

cokmeyen kisimdir [7]. Memeli epitelyum hiicreleri tarafindan tiretilirler [6]. Kazein



proteini, siit icerisinde 30-300 nm c¢apinda partikiiller halinde yiiksek miktarda
bulunmaktadir [8]. Misel olarak bilinen bu protein kompleksi kovalent olmayan baglarla
bir arada tutulan ve siitte son derece kararli dagilim gosteren 4 farkli kazeinden (as'-
,0s>-, B- ve k- kazeinler) olusur. Klasik peynir yapim siirecinde enzim-tetikli siit

pihtilasma basamagindan sonra olusan lor (kesmik) kazein fraksiyonudur [9].

B-Kazein asl-kazein’ den sonra ikinci en ¢ok bulunan kazeindir. Cokelek olusumu igin
esastir ve misellerin yiizey 6zelliklerini belirlemede onemlidir 6nemlidir [5]. B-Kazein
inek siitlinde bulunan 209 amino asitin tekli polipeptit zincirinden olustugu biiytik
kazein fraksiyonudur. B-kazomorfinler (BKM), p-kazeinlerden tiireyen 3’ten 7
aminoasite kadar degisen kiiciik peptitlerdir [10]. BKM’ ler sindirim esnasinda ya da
besin isleme esnasinda B- kazeinden serbest birakilirlar. B-kazomorfinler Tyr®’-Pro®'-
Phe®*-Pro®-Gly**-Pro®’-Ile®®aminoasit sekansindan olusan B-kazein’in opiat-benzeri

aktivite gosteren fragmentleridir [11].

Starter kiiltlirler peynir yapiminda ¢ok onemli bir faktordiir; birgok gorevi yerine
getirmektedir. Ozellikle proteinleri ayristrma kabiliyeti peynir yapiminda onemlidir
[12]. Fermentasyon sirasinda kazeinin parcalanmasiyla agiga c¢ikan gesitli uzunlukta
oligopeptitler diger enzimler ile parcalandiginda biyoaktif peptitleri veya bunlarin 6n
bilesiklerinin olusumu gerceklesmektedir. Biyoaktif peptitler siit proteinlerinden 3 farkli
yolla tiretilebilmektedir. Sindirim enzimlerinin yardimiyla enzimatik hidroliz sonucu,
Proteolitik starter kiiltiirler ile siitiin fermantasyonu ve proteolitik mikroorganizma

kaynakli enzimlerin etkisi ile meydana gelirler [13].

B-kazomorfin-7 (BKM-7) opioid peptiti (Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle) besin
proteinlerinden tiireyen biyoaktif peptitin ilk érnegidir. Ozellikle, p-opioid reseptérler
beyin sapinda siddetli bir sekilde ifade edilir. BKM-7 bilinen p-opioid reseptor
ligantidir. Siit 1slah ¢alismalar1 sonucu ortaya ¢ikan Al B-kazein 67. pozisyonda histidin
aminoasitine sahipken, A2 B-kazein ayni pozisyonda proline sahiptir. Bu aminoasit
degisikliginden dolayr Al B-kazein normal enzimatik sindirim sonrast BKM-7 yi
serbest birakirken, A2 B-kazein serbest birakmaz ya da ¢ok diisiik oranda serbest birakir
[11, 14].

Diinyada saglikli (A2) ve sagliksiz (Al) tip olarak bilinen ve bulunan bu siitler

arasindaki fark ise mutasyona ugramus siit proteini olan Al tip beta-kazeinin enzimatik



sindirimi ve siit irlinleri fermantasyonu sirasinda zararli peptitlerin (BKM-7) agiga
cikmasidir [15]. Bu peptitlerin ¢ocuklarda uykuda ani Sliimlere sebep olan Sudden
Infant Death Sendroma (SIDS) yol actigina ve otizme sebep olduguna dair ¢alismalar
vardir [16, 17]. lleri yaslarda A1 tip siit alimmin damar sertligi gelisimine ve iskemik
kalp hastaligina sebep oldugu gosterilmistir [18]. Yetigskinlerde sizofreni benzeri
davraniglara ve ¢ocuklarda Tip 1 diyabete yol actigina dair ¢aligmalar da bulunmaktadir

[19].

Bu calismadaki amacimiz, pek ¢ok hastaligin etkeni olan ve saglik agisindan her yonden
onem ihtiva eden biyoaktif peptit BKM-7’nin, Tiirkiye’de bulunan siit iiriinlerinde,
BKM-7’nin miktar tayininde kullanilabilecek bir ELISA metodu gelistirmek ve
orneklerden alinan degerleri, ayn1 peynir drneklerini Ters-Faz Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografi (RP-HPLC) cihazinda analiz ederek aldigimiz sonuglarla dogrulamaktir.
Bunun i¢in ticari olarak satin alinan 9 farkli marka beyaz peynir 6rneklerinin peynir alt1
sular1 alinmistir. Bu 6rneklerde, oncelikle RP-HPLC yontemi ile peptit miktar tayini
yapildiktan sonra, inovatif bir ELISA protokolii ile p-kazomorfin-7 peptitlerin kalitatif

ve kantitatif tayinleri karsilastirmali olarak dogrulanmustir.



1. BOLUM

GENEL BiLGILER

1.1. Siitiin Tanimi

Siit; inek, koyun, ke¢i ve mandalarin meme bezlerinden salgilanan, kendine 6zgii tat ve
kivamda olan, i¢ine baska maddeler karigtirilmamis, icinden herhangi bir maddesi
alinmamis, beyaz veya krem renkli sividir [20]. Siit, icerdigi protein, laktoz, mineral
maddeler, vitamin ve yag yoniinden olduk¢a zengin bir besin maddesidir. Siit proteini
olan kazein ile siit karbonhidrati olan laktozun dogada sadece siitte bulunmasi siitiin
degerini daha da arttirmaktadir. Siitlin igermis oldugu esansiyel aminoasitler, galaktoz
ve kalsiyum gibi bilesenin viicutta gelismeyi olumlu yonde etkiledigi bilinmektedir

[21].

Teknolojik ve ekonomik agidan incelendiginde, siitiin kuru maddesi biiyiik 6nem tasir.
Kuru madde, siitiin su hari¢ diger maddelerinin toplamidir [22]. Cogu zaman kuru
madde; yag ve yagsiz kuru madde olarak ele alinir. Yagsiz kuru madde denildigi zaman
ise, siitiin ana besin Ogeleri, yani yagin disindaki siit sekeri (laktoz), azotlu maddeler,
mineral maddeler ve siitiin diger maddeleri anlasilir [1]. Siitiin yagsiz kuru madde orani
oldukga sabittir ve ancak % 8 ile 10 arasinda degisir. En az oldugu dénem yaz baglaria

rastlar. Sonbahar sonu ve kis baglarinda ise en yiiksek seviyeye ulasir [1].

1.1.1. inek Siitiiniin Tanimi

Basta icme siitii olmak {izere bir¢ok siit mamuliiniin iglenmesine uygun olan ve bu
nedenle siit teknolojisi i¢in Onem tasiyan inek siitiiniin bilesimine ait ortalama degerler

ve s0z konusu bilesenlerin kuru madde icerisindeki oranlar1 Sekil 1.2°de gosterilmistir

[1].



Siit

Kuru madde Su

Kuru madde

Laktoz (Siit Sekeri)
Azotlu Maddeler
Yagsiz Mineral Maddeler
Kuru madde Diger Maddeler

Sekil 1.1. Siitiin ana bilesenleri [1].

Kuru maddenin yaklasik % 27’si azotlu maddelerden ve yine yaklasik % 29’ u siit
yagindan olugsmaktadir. Kuru maddedeki yaklagik % 37°lik degeri ile laktoz en biiyiik
paya sahiptir. Mineral maddeler ise toplam kuru maddeler icerisinde % 5.95’lik bir
oranda bulunmaktadir. Inek siitii bilesimindeki diger maddeler, miktar agismndan 6nemli
degildir. Ancak fonksiyonlar1 agismdan biiyiikk onemleri vardr [1]. Inek siitiiniin
bilesimi basta ik olmak iizere gesitli faktorlerin etkisi altinda degisiklik gosterir. Inek
stitlinlin kuru maddesi % 10.5-14.5, yag oran1 % 2.5-6.0, laktoz oran1 % 3.6-5.5, protein

orant % 2.9-5.0 ve mineral madde oran1 % 0.6-0.9 arasinda degisir [1].

1.1.2. Siit Proteinleri

Inek siitii geligmis toplumlarin beslenmesinde biiyiik kismimni olusturmaktadir ve litrede
ortalama 32 gr protein icermektedir [5]. Siit proteinlerinin i¢inde bulunan kazein genel
olarak en Onemli siit proteini olarak bilinmektedir. Kazeinler inek siitiindeki total
proteinin % 82’sini olugturmaktadir ve geri kalan % 18’1 whey proteinleri de denilen
serum proteinleridir [7]. Peynirde birer protein jelidir. Bu nedenle siit proteinleri bu

iirlinlerin olusumunda temel 6nem arz etmektedir [4].
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Sekil 1.2. Inek siitii bilesimi [1].

1.1.2.1. Kazeinler

Siitiin esas proteini olarak bilinen kazeinler, siitiin asit ile reaksiyonundan sonra
cokmeyen kisimdir [7]. Memeli epitelyum hiicreleri tarafindan iiretilirler [6]. Kazeinler

nicelik bakimindan en 6nemli siit protein bilesenleridir [9]. Kazeinin yapisinda karbon



(C), hidrojen (H), oksijen (O), azot (N), kiikiirt (S) ve fosfor (P) bulunur [22]. Kazein
proteini, siit icerisinde 30-300 nm c¢apinda partikiiller halinde yiiksek miktarda
bulunmaktadir [10]. Misel olarak bilinen bu protein kompleksi kovalent olmayan
baglarla birarada tutulan ve siitte son derece kararli dagilim gosteren 4 farkli kazeinden
(asl-,as2-, B- ve «- kazeinler) olusur. Klasik peynir yapim siirecinde enzim-tetikli siit
pihtilasma basamagindan sonra olusan lor (kesmik) kazein fraksiyonudur [9]. Kazein
inek siitiinde % 2.63 oranindadir [8]. Veloso ve arkadaglari, inek siitiinde ters-faz HPLC
ile belirlenen kazein konsantrasyonunun ortalama 0.377-3.76 mg/ml ve B-kazeinin

konsantrasyonun ise 0.151-1.51 mg/ml arasinda oldugunu gdstermislerdir (Tablo 1.4)

[9].

Tablo 1.1. a-kazein, B-kazein ve k-kazein’in protein konsantrasyon araligi [9].

Kazeinler Konsantrasyon Aralii (mg/ml)
Biitiin Kazein 0.377-3.76

k-Kazein 0.038 - 0.377

a-Kazein 0.188 — 1.88

p-Kazein 0.151 - 1.51

Kazeinler hidrofobik bir yapiya sahiptirler. Bu yiizden kazein miselleri siitte bir
siispansiyon halinde bulunurlar. Hidrofobik olmalari, kazeinlerin suda ve nétral tuz
cozeltilerinde ¢oOziinmemelerine, sodyum oksalat ve sodyum asetat gibi tuz
cozeltilerinde ve bazik c¢ozeltilerde ise c¢oziinmelerine sebep olmaktadir. Kazeinin

yapisinda ¢okga etkilesime girmemis prolin peptitleri bulunmaktadir [23].

Kazeine kalsiyum-kazeinat-fosfat kompleksi de denilebilir. Bilesiminde % 2,9
kalsiyum, % 0,8 fosfor bulunur. Kazein 1siya karsi oldukca direnclidir; ancak asitlige
kars1 duyarhdir, izoelektrik noktasinda (pH 4.6-4.7) pihtilagir. Kazein sekansi tekli ya
da ¢oklu fosforil kalintilarini igerir ve birkag fosfopeptit in vitro ya da in vivo sartlarda

asl-, as2- ve B-kazeinin enzimatik hidrolizi sirasinda serbest kalir [4].



Fosfoseril zincirlerinin negatif kutuplu bdlgesi mineraller i¢in anyonik baglama
bolgesidir [21]. Kazeinlere bagl negatif yilikli fosfat gruplari enzimatik olarak asit
fosfataz, alkalin fosfataz ve fosfoprotein fosfataz ile ortadan kaldirilabilir. Kazeinden
fosfat gruplarinin ortadan kaldirilmas1 proteinin bazi fiziksel ve fonksiyonel
ozelliklerini degistirir. Boylece bu degisimle kazeinler aralarinda iliski kurar ve miseller

olusturur [21].

Siitte kazeinin % 90’1 misel ad1 verilen kolloidal pargaciklar halinde bulunur. Miselde
alt misellerden olusur. Miselin i¢ kisminda Ca™ iyonlarma duyarli olan a-sl ve B-
kazein fraksiyonlar1 daha fazla bulunurken yiizey kisminda ise oldukca yiiksek elektrik
yiikli bolgeler bulunur ve Ca™a duyarli olmayan x-kazeinin hidrofil karakterli
karbonhidrat kismi lokalize olmustur. k-kazeinin % 90’1 misellerin yiizeyinde bulunur.

Yiizeyde ayrica o-sl, a-s2 ve B-kazeinlerde yiiklii bolgeler olustururlar [4].

Taze siitte kazeinler stabil durumdadirlar ve net negatif elektriksel ylik dagilimina
sahiptir. Misellerin ylizeyindeki hidrofilik C-terminal ucu ayrilirsa (6rnegin rennet ile)
miseller ¢oziiniirliglinii kaybederek kiimelesmeye baslar ve kazein pihtisini olusturur.
Hidrofil kisimlar uzaklasinca su yapiy1 terk etmeye baglar. Negatif ylikte azalma olur ve
cekim kuvvetleri etki etmeye baslar. Biri kalsiyumun aktif oldugu tuz tipinde ve ikincisi
de hidrofobik tipte olan yeni baglar olusur. Bu baglar suyun uzaklagmasini arttirir ve
yap1 sonugta yogun bir pihtiya doniisiir. Kazein misellerinin bu yapist Sekil 1.3’de

verilmistir [4].

Asitlik artisiyla (+) yiikiin artmasi, misellerden kolloidal kalsiyum fosfatin ayrilmasma
ve yerine H™ gelmesine neden olur. Miselde (-) yiik azalr. Izoelektrik noktaya kadar

devam ederse pihtilasma olur [24].

Serum proteinleri: Siit proteinlerinin % 20’sini olustururlar. Albuminler (a-laktalbumin,
B-laktoglobulin ve serum albumini), globulinler (euglobulin, pseudoglobulin), proteoz-
peptonlardir. Serum proteinlerinin sekonder ve tersiyer yapilari 1stya duyarli kimyasal
baglar ile stabilize edildiginden 80-85°C’lerin {izerinde 1s1 uygulamasi sonucunda bu
baglar kirilmakta ve serum proteinlerinin denatiirasyonu gergeklesmektedir. Serum
proteinlerinin denatiirasyonu ile serum proteinlerinin su tutma kapasitesi fazla

oldugundan pihtinin baglayabildigi su miktarinin artis1 saglanir ve bu olayla yogurt



olusumunda tekstiiriin daha iyi olmasi, su salmanm Onlenmesi saglanir. Isil islemin
etkisiyle serum proteinleri 6nce kendi aralarinda, ardindan da kazein miselleri ile

(6zellikle B-laktoglobulin ile k-kazein arasinda) interaksiyon meydana gelir [24].

Kazein Miselleri:

Kazein Sulrmisel

Kazein Miseh hidrafabk ig Kisim

— CMP
*I:‘ {tiiysii
tabaka)
K Kazeince zendgin

- yiizey

L CGQ(PD:}D & Kiimeleri

Sekil 1.3. Kazein Misellerinin Yapis1 [24].

Isitma ile ayrica siitte istenmeyen mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasi saglanir.
Siitiin fizikokimyasal 6zelliklerinde degisim olur. Siitiin dogal enzimleri inaktif hale
gecer. Standart iiriin liretilmesinde dnemli bir etmendir. Peynir yapiminda siit proteinleri
maya (proteolitik enzim) etkisiyle pihtilastirilirken yogurt yapiminda asit etkisiyle
pihtilastirilir [24].

1.1.2.1.1. a-Kazein

Tipik bir fosfoprotein olup, kalsiyuma kars1 son derece hassastir. Her 100 g’ da 7.47 g
prolin igerir [1]. asl- ve as2- kazein olmak tizere iki farkli genetik varyanta sahiptir.
asl-kazein toplam kazein iginde miktar acisindan en bilyiikk orana sahip kazein
fraksiyonudur. Diger kazein fraksiyonlar1 gibi prolin bakimindan zengindir. Biinyesinde
199 aminoasit igerir. as2-Kazein ise 207 amino asite sahiptir [1]. as2-Kazein bagl

fosfat gruplarinin sayica farkli oldugu bes proteinden olusur [6].
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1.1.2.1.2. k-Kazein

Kazein misellerinin en kararli komponenti olup, bir glikoproteindir. k-Kazein kalsiyuma
kars1 herhangi bir hassasiyet gostermez. Diger bir ifadeyle, k-kazeine kalsiyum iyonlar1
ilave edildigi zaman k-kazein berrak bir halde dururken, as-kazein kalsiyum iyonu ile
tepkimeye girerek ¢cok zor ¢dzilinen bir ¢okelti olusturur. Fakat k-kazeinin yliksek prolin

icerigi (her 100 g’ da 17 g) ve diisiik fosfor icerigi alkolde yiiksek ¢oziiniirliik saglar [1].

1.1.2.1.3. p-Kazein

B-Kazein a-sl-kazein’den sonra ikinci en ¢ok bulunan kazeindir. Cokelek olusumu i¢in
esastir ve misellerin yiizey oOzelliklerini belirlemede Onemlidir [1]. B-Kazein inek
stittinde bulunan 209 amino asitin tekli polipeptit zincirinden olustugu biiyiik kazein

fraksiyonudur [23]. Her 100 g’ da 15 g prolin igerir [1].

1.1.2.3. Siit Proteinlerinde Polimorfizim

Siit proteinlerinin kodominant Mendel kalitimi gosterdigi saptanmugtir. Siit proteinin
genetik varyantlar1 birkag aminoasitin yer degistirmesi bakimindan birbirlerinden
farklidir [25]. Bu genlerin pek ¢ogu haritalanmis ve dizileri bilinmektedir. Giiniimiizde
stit proteinleri bakimindan polimorfizmlerin gerek protein gerekse DNA diizeyinde
saptanabildigi belirtilmis ve siit proteinlerindeki bu polimorfizmlerden bazilarmin siit
verimini, kompozisyonunu, misel organizasyonunu, pihtilasma o6zelliklerini ve siitiin

peynir verimini etkiledigi gosterilmistir [7].

Diinyanin farkli bolgelerinden farkli hayvanlardaki siit protein polimorfizmi {izerine

yapilan ¢aligmalarin temel amaci sunlardir:

(1) Siit proteinin evrimsel tarihini belirlemek,

(2) Farkl tiirler ya da soylar arasindaki iligkiyi dogrulamak,

(3) Belirli hayvan populasyonlar: i¢in zamanmda ve araliklarla olan degisiklikleri
gozlemlemek,

(4) Genetik varyantlar, siit ozellikleri (siit iiretimi, siit protein igerigi, siit yag igerigi,
peynir Uretimi ve Kkalitesi), iiretim etkinligi ve hayvanin adaptasyon kapasitesi

arasindaki iliskileri agikliga kavusturmaktir [25].
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Alt1 bliylik siit protein geninin hepsinde, genetik varyant denilen, otozomal ve
kodominant allel vardir [26]. Biitiin siitler ayn1 degildir ve farkli lilkelerden alinan siitler
slit protein varyantlarmnin kompozisyonunda kayda deger degisiklik gosterebilir. Siit
protein molekiillerindeki farkliliklar seperasyona (ayrima) ve elektroforez ile farkli
varyantlarin algilanmasina izin verir [27]. Proteinlerde aminoasit degisikliklerine sebep
olan iliskin genlerdeki polimorfik bolgeler goz Oniine alinirsa, siit proteinlerinin genetik

varyantlar1 (allelik varyasyonlar1) Tablo 1.2.’de gosterilmistir [28].

Tablo 1.2. Siit proteinlerinin allelik varyasyonlar1[28]

Siit Proteinleri Allelik Varyasyonlar
os1-Kazein A B,C.D,F
os2-Kazein A, D

B-Kazein A, Az, A3, B,C, E
k-Kazein A B, CE

a-Laktoglobulin A, B

B-Laktoglobulin A B,C,D,H W, X

1.1.2.3.1. B-kazeinin polimorfizmi

Diger minoér alleller de bulunmasina ragmen Al ve A2 genetik varyantlari siitii sagilan
biiyiikbas hayvanlarda en yaygm B-kazein allelleridir (Sekil 1.5) [25]. inekler Al ve A2
B-kazein alleli i¢in homojen (A1Alve A2A2) ya da heterojen (A2A1) gen tasiyabilir.
Bu es baskinlik ile birlikte boylece, bir allel digerini ezemez yani bir inek siitiinde en
cok iki PB-kazein tipini iiretebilir ve eger iki farkl: allel tasirsa o zaman 1:1 oraninda iki
formu dretilir [25]. A2 B-kazein orjinal B-kazein olarak tanimlanir, ¢linkii A2 B-kazein
birkag bin yi1l dnce Avrupa siiriilerinde Al B-kazein’ in gdriinmesine sebep olan

mutasyondan 6nce bulunmustur [25].
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A3 T H
A> Beta-Kazein = E
= D

Sekil 1.4. A2 tip B-kazein’den inek siitiindeki B-kazein’lerin olusumu [25].

Beta-kazeindeki genetik polimorfizminin ilk kanit1 Aschaffenburg’un 1961°de yaptigi
Jersey ve Guernsey ineklerinden alinan siit drneklerine dayanan c¢aligmadan gelir [29].
Bati iilkelerindeki ineklerin ¢ogunlugu genetik varyanti B-kazein Al’i zengin siit {iretir.
Ornegin, Holstein ve Ayshire ineklerinin yavrulari sirastyla % 63 ve % 67 Al, % 35 ve
% 33 A2 iiretir [5]. A2 B-kazein ise Bati, Afrika, Hindistan inegi ve su bufalosu dahil,
biitiin bliylikbas hayvan tiplerinde bulunmustur [29]. Guernsey yavrular1 % 1 Al ve %
98 A2 iiretir[5]. Jersey wrki tipik olarak Holstein’den bir dereceye kadar daha yiiksek A2
allel frekansina sahiptir. Bazi Jersey inekleri de BKM-7'nin daha yiiksek salinma
gosterdigi B-kazein allelini tagir [11].

Al ve A2 B-kazein proteinleri arasindaki biiylik fark 209 aminoasit dizisinin 67.
pozisyonundaki tek bir aminoasittir. A2 B-kazein 67. pozisyonda prolin aminoasitine
sahipken, ayni1 pozisyonda A1l B-kazein histidin aminoasitine sahiptir (Sekil. 1.6) [23].
Altmc1 kromozomdaki B-kazein geninin ekzon VII’deki nokta mutasyonunun sonucu
olarak, sitozinden adenine doniisme 67. pozisyonda prolinin (kodon; CCT) histidin
(kodon; CAT) ile yer degistirmesine yol agar [25]. Inek siitiindeki Al B-kazein 67.
pozisyondaki histidin’den dolay1 diger memelilerin B-kazein’lerinden farklidir. Bu
nokta mutasyonu insanlarda, maymunlarda, kegilerde ve koyunlarda yoktur bu yilizden
onlarn siitii sadece A2-benzeri -kazeine sahiptir ve ‘A2 siit” olarak adlandirilir [30].
Al B-kazein proteini Tip 1 diyabet, iskemik kalp rahatsizlig1 ve ayn1 zamanda otizim

gibi bazi nérolojik durumlari ima eder. A2 -kazein bu durumlar1 ima etmez [28, 30].
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A; Beta- Kazein

A Beta- Kazein

Protein zincirindeki 67. pozisyonda bir
amino asit farkhih@

Sekil 1.5. Al ve A2 B-kazein proteinlerinde 67. pozisyondaki aminoasit farkliligini

gosteren protein zinciri [30].

1.1.2.3.2. B-Kazeinlerden p-Kazomorfin Salinimi

B-kazomorfinler (BKM), B-kazeinlerden tiireyen 3’ten 7 aminoasite kadar degisen
kiigiik peptitlerdir [10]. BKM’ler sindirim esnasinda ya da besin isleme esnasinda [3-
kazeinden serbest birakilirlar. p-kazomorfinler Tyr®*-Pro®'-Phe®*-Pro®’-Gly**-Pro®-Ile®
aminoasit sekansindan olusan [B-kazein’in  opiat-benzeri  aktivite gOsteren
fragmentleridir. 60 ile 66 rezidiide yer alan Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle sekansli peptit
ilk kez 1970’lerin sonunda kazein-tiirevli opioid peptit olarak tanimlanan biiyiikbas -

kazomorfin-7 (BKM-7)’dir (Sekil 1.7) [11, 14].

Al p-kazein 67. pozisyonda histidin aminoasitine sahipken, A2 p-kazein ayni
pozisyonda proline sahiptir. Bu aminoasit degisikliginden dolay1r A1 B-kazein normal
enzimatik sindirim sonrast BKM-7’ yi serbest birakirken, A2 B-kazein serbest birakmaz
ya da ¢ok diisiik oranda serbest birakir (Sekil 1.7) [11,14]. 2-3 gr A1 B-kazein igeren bir

fincan siitten BKM-7"nin azami kuramsal salinmasi1 66 ile 100 mg arasindadir [11, 30].

Biiylikbas ve insan BKM-7’si peptitin 4. ve 5. pozisyonundaki iki aminoasitten dolay1
farklidir; biiyiikbas orijinli BKM-7 H-Tyr®-Pro®'-Phe®*-Pro®-Gly®*-Pro®-11e®*-OH
sekansma sahipken, insan tiirevli BKM-7 H-Tyr’'-Pro’*-Phe’’-Val’*-Glu™-Pro’-Ile”’-
OH sekansina sahiptir. Bu yapisal farklilik insan B-kazomorfinlerinden 10 kat daha
giiclii (6rnegin; p-opioid reseptdrlerine daha biiyiikk baglanma affinitesi) oldugunu

gosteren biiylikbas siit f-kazomorfinlerinin BKM-7 aktivitesini etkiler [11].
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Sekil 1.6. B-kazomorfin-7’nin kimyasal yapis1 [31].

67. pozisyon
(Ayrilma prolini
engeller)

v
Az Beta- Kazein .@@@@@@@@@.
A, Beta- Kazein

67. pozisyon
(Histidin kolay bir sekilde
ayrilmaya izin verir)

Beta-kazomorfin7
(BKM-7)

Sekil 1.7. B-kazomorfin-7’nin serbest birakilmasi [30].

1.2. Peynir Nedir?

Peynir, yagh siit, krema, kismen ya da tamamen yagi alinmis siit, yayik alt1 veya
bunlarm birkaginin veya tiimiiniin karisiminin peynir mayasi denilen uygun proteolitik
enzimlerle ve/veya zararsiz organik asitlerle pihtilastirildiktan sonra, peynir alt1 suyunun
ayrilmasi, pihtinin sekillendirilmesi ve tuzlanmasiyla elde edilen, taze veya

olgunlastirildiktan sonra tiiketilen bir siit tirliniidiir [4].
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Bir kilogram sert peynir yapmmi i¢in on kilogram siit kullanilir. Peynirlerin igeriginde
stit, starter kiiltiir, protein koagiile edici enzim (rennetler) ve tuz bulunur. Peynir mayasi
gevis getiren hayvan buzagilarinin dordiincii midelerinden (sirden) elde edilir.

Giliniimiizde bu mayalar dana, domuz, pili¢ gibi hayvanlardan elde edilmektedir [4].

Peynir yapiminda kullanilan siitiin 100 It’sine yaklasik olarak 1:10000 kuvvetindeki sivi
mayadan 12 ml, 1:15 000 kuvvetindeki mayadan ise 8-9 ml kadar katilir. Peynire
katilacak maya miktar1; mayanin kuvveti, peynir ¢esidi, dolayisiyla mayalama sicakligi,

asitlik, yag oran1 vb. cesitli faktorlere bagl olarak degismektedir [12].

Her peynir c¢esidinin kendine ozgii renk, koku, tat, yapi, gozenek, kabuk gibi
ozelliklerinin olugsmasinda kullanilan hammadde, uygulanan teknik ve olgunlasma
kosullart  6nemli rol oynamaktadir. Olgunlasma, c¢esitli enzimlerin  ve
mikroorganizmalarin etkisiyle ¢ok karmasik biyokimyasal reaksiyonlarin gerceklestigi

bir siirectir [3].

Ulkemizde ise ekonomik agidan 6nemli olan Beyaz, Kasar ve Tulum peynirleri gibi
endiistriyel boyutlarda tiretilen ticari tip peynirlerin diginda Urfa peyniri, Civil peyniri,
Otlu peynir ve Mihali¢ peyniri gibi mahalli peynir cesitleri de bulunmaktadir. Peynir
iiretiminin biiylik bir boliimii yeterli donanimdan yoksun olan kiiciik isletmelerde,
starter kiiltiir kullanilmaksizin ¢ig siitlerden yapilmaktadir. Ancak her gecen giin bilingli
ve modern isletmelerin onderliginde {irlin standardizasyonunun 6nemi kavranmaktadir.
Boylece peynir liretiminde pastdrize siit kullanimi ve buna bagli olarak da starter kiiltiir

kullanimmin yayginlastig1 goriilmektedir [32].

Peynirin hammaddesi siittiir. Bu {iriinlerin iretiminde inek, koyun, keci, manda, deve
stitleri kullanilabilir. Ancak bu endiistride dncelikle miktar ve temin agisindan inek siitii

kullanilir [1].

1.2.1. Serum Proteinleri (Peynir Alti Suyu Proteinleri)

Yagsiz siitlin biinyesinden kazein herhangi bir yolla uzaklastirildiginda, geriye kalan
kisma “‘siit serumu’’ denir. Siit serumu igerisinde, pek cok fraksiyondan olusan ve siit
proteinlerinin yaklagik % 20’ lik boliimiinii meydana getiren bu proteinlere ‘‘serum

3

proteinleri’” veya peynir iiretimi sirasinda, peynir alt1 suyunda kaldiklar i¢in “‘peynir
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alt1 suyu proteinleri’’ denir [1]. Yar1 saydam, yesilimsi-sar1 renkte bir sivi protein

kaynagi olarak tanimlanmaktadir [20].

Serum proteinleri 4 grup altinda toplanir [1]:

1. B-Laktoglobulin
2. a-Laktalbumin
3. Proteaz-Peptonlar

4. Immiinoglobulinler

1.2.2.Peynir Uretimi

Peynir, cabuk bozulabilen siitliin rutubet oranmin azaltilarak, besin degeri yiiksek ve
uzun siire bozulmadan saklanabilen besine doniismesiyle elde edilen bir iiriindiir [34].

Genel anlamda taze peynirin yapim ilkeleri Sekil 1.9°da gosterilmistir [35].

Peynir yapiminda kullanilacak siit, peynirin standart bilesimde olmasini saglamak ve
tilketicinin istegi dogrultusunda siitlii unsurlarmni en ekonomik sekilde degerlendirmek
amaciyla standardize edilir. Siit yagindaki % 0.05 oraninda bir degisim, kuru maddede
% 45-50 oraninda yag iceren peynirin kuru maddesindeki yag diizeyinde % 0.5 oraninda
degisime neden olur [36]. Siitiin kimyasal bilesimi, 6zellikle yag diizeyi, peynirin yag
oranmi ve yapisin1 dnemli dlgiide etkiler. Uretimde kullanilacak siitte, kazeinin yag

oraninin belirli bir diizeyde (0.70 w/w oraninda) bulunmas1 arzu edilir [35].

Homojenizasyon iglemi, normal olarak peynir yapiminda kullanilacak siite uygulanmaz.
Clinkii homojenizasyon, siitiin kalsiyum kazein fosfat kompleksi ile tuz dengesini bozar
ve lipolitik enzimlerin, yag globullerinin merkezinde bulunan yagin daha kolay ve hizli

niifuz etmesine olanak saglar [35].

Peynir yapiminda kullanilacak siitiin, mikrobiyal kalitesi ve peynirin yapimi esnasinda
istenmeyen saprofit ve patojen mikroorganizmalarla kontaminasyonu peynirin kalitesini
onemli ol¢iide etkiler. Bu bakimdan siite, peynirin kalitesini olumsuz yonde etkileyen
veya tiiketici i¢in tehlike arz eden mikroorganizmalar1 veya enzimlerini tahrip etmek

i¢in 1s1 islemleri uygulanir [35].
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Bir¢ok iilkede peynir yapilacak siite genellikle 69-72°C’de 15 saniye siiren bir islem
uygulanir. Pastdrizasyon sicakligmin 15 saniyede 74 °C’yi gegmemesi, 65°C’nin de
altma diismemesi gerekir. Aksi takdirde yiiksek derecede (75°C’nin iizerinde) isitilan
stitlerden yapilan peynirler, 6zellikle siit tuzlarinin, asit sartlarda da serum proteinlerinin
kazein miselleri ilizerinde birikerek enzim aktivitelerini engellemesi ve denatiire serum
proteinlerinin fazla su tutma kapasitelerinden dolayi, yumusak olmakta ve olgunlagsma

islemi gecikmektedir [35].

Ulkemiz ¢ografik konumu, yiizyillarboyunca birgok medeniyete besiklik etmesi
nedeniyle siit iiriinlerinde o6zellikle peynir tiirlerinde zengin bir cesitlilige sahiptir.
Ulkemizde yére kosullarina, dzellikle kiiltiirel aliskanliklara, hayvan tiir ve klarmin
farkliligina bagl olarak aligilagelen farkli yapim teknikleri ile cesitli yoresel peynirler
iiretilmektedir. Siitiin kaynagi, yore ve iiretimde uygulanan teknik iglemlere bagl olarak
tiirevleri ile birlikte lilkemizde her biri kendine 6zgili kimyasal ve duyusal niteliklere,
ozellikle lezzet, tekstiir ve goriinlime sahip 50°den fazla yoresel ve bolgesel peynir
¢esidi bulunmaktadir [36, 37]. Ulkemizde peynir gesitleri arasinda gerek iiretim gerekse
tiilketim bakimindan ilk sirada yer alan peynir ¢esidi %60 ile beyaz peynirdir. Bunu %12
ile kasar peyniri, %12 ile tulum ve mihali¢ peyniri, yaklagik %16 ile de yoresel
peynirler takip etmektedir. Yoresel peynirlerimizden en fazla bilinenleri Abaza, Civil

(Cecil), Lor, Mihalig¢, Cerkez, Testi ve Sepet peynirleridir [36].

1.2.3. Peynir Uretimi Asamalar

Peynir yapiminin agsamalar1 asagidaki gibi siralanabilir:
a) Cig Siit
b) Standardizasyon
c) Pastdrizasyon
d) Sogutma (Pastdrizasyondan sonra siitiin 1s1s1 mayalama sicaklig1 28-32°C’ye
sogutulur.)
e) Mayalama (28-32 °C’ye sogutulan siitlere mayanin kuvvetine gore 1.5-2.5
saatte pihtilagsma olacak sekilde maya ilave edilir.)
f) Siitiin pihtilasmasi
g) Pihtiin islenmesi

h) Presleme
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1) Tuzlama
j) Ambalajlama
k) Depolama

sUT
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Para - Kazeinat
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Sert Piht1

«+—— Sodyum kloriir

TAZE PEYNIR

Sekil 1.8. Siitten taze peynir yapim ilkeleri [35].

1.2.3.1. Siitiin Standardizasyonu

Siitiin peynire islenmesinde ilk agsama, siitiin uygun yag oranina standardize edilmesidir.
Siitiin yag oranmnin yiiksek olusu, peynir randimani ve kalitesini ayni1 oranda
artirmamaktadir. Cilinkii kazan siitiinde yag orani arttikca peynir alt1 suyu ile kayiplar
artmaktadir. Bu nedenle peynir siitiinde yag orani standardizasyon iglemi ile belli bir

diizeyde tutulmasi gerekmektedir [38].

Peynir yapiminda kullanicak siit, peynirin standart bilesimde olmasini saglamak ve
tilketicinin istegi dogrultusunda siitlii unsurlarmi en ekonomik sekilde degerlendirmek
amaciyla standardize edilir. Siit yagindaki % 0.05 oraninda bir degisim, kuru maddede

% 45-50 oraninda yag igeren peynirin kuru maddesindeki yag diizeyinde % 0.5 oraninda
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degisime neden olur. Kuru maddede yagm gercek orani ancak iiretimden 4-6 hafta sonra

belirlenebilir. Bu siire igerisinde tuz peynir kitlesine tam olarak niifuz eder [35].

Uretimde kullamilacak siitte, kazeinin yag oranmin belirli bir diizeyde (0.70) bulunmasi
arzu edilir. Siitlin laktoz miktar1, tiretimde kullanilacak siitiin standardizasyonu icin
Oonem arz etmez. Laktoz, iiretim sirasinda fermente edilerek baslica laktik asite doniistir;

olgun peynirlerin bilesiminde bulunmaz [35].

Homojenizasyon iglemi, normal olarak peynir yapiminda kullanilacak siite uygulanmaz.
Clinkii homojenizasyon, siitiin kalsiyum kazein fosfat kompleksi ile tuz dengesini bozar
ve lipolitik enzimlerin, yag globullerinin merkezinde bulunan yagin daha kolay ve hizli

niifuz etmesine olanak saglar [35].

1.2.3.2.Siitiin Pastorizasyonu

Peynir yapiminda kullanilacak siitiin, mikrobiyal kalitesi ve peynirin yapimi esnasinda
istenmeyen saprofit ve patojen mikroorganizmalarla kontaminasyonu peynirin kalitesini
onemli dl¢iide etkiler. Bu bakimdan siite, peynirin kalitesini olumsuz yonde etkileyen
veya tiiketici i¢in tehlike arz eden mikroorganizmalar1 veya enzimlerini tahrip etmek

i¢in 1s1 islemleri uygulanir [35].

Giliniimiizde hemen hemen biitlin peynirler kimyasal ve mikrobiyolojik kalitenin tek
diizeligi icin pastorize siitten iiretilmektedir. Tiirkiye'de peynir siitiinde pastorize
mevzuatlarda belirtildigi lizere 63-65°C de 30 dakika veya 72-75°C de 15-20 saniyedir.
Siitlin  pastorize edilmesinin; saglikli ve teknik olmak iizere baslica iki amaci
bulunmaktadir. Yani, zararli mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmast ve diger
mikroorganizmalarin sayisinin azaltilmasi hedeflenmektedir. Ayrica pastdrizasyon ile %

1-10 oraninda randiman artig1 da saglanmaktadir [39].

1.2.3.3. Sogutma

Pastorizasyon sorasinda 1s1 arttik¢a siitiin maya ile pihtilasma yetenegi azalmaktadir.
Boylece elde edilen pihti1 daha az siki olmakta ve peynir alt1 suyunun ayrilmasi

zorlagmaktadir. 75°C’nin lzerindeki sicakliklarda bu sakincalar1 gidermek icin
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mayalama 1sisindaki 10 kg. siite 20 gr. kalsiyum kloriir (CaCly) katilabilir.

Pastorizasyonun ardindan, siitiin 1s1s1 mayalama sicakligi 28-32°C ye sogutulur [3,40].

1.2.3.4. Mayalama

28-32°C ye sogutulan siitlere mayanin kuvvetine gore 1.5-2.5 saatte pihtilasma olacak

sekilde peynir mayasi (renin enzimi) (starter kiiltiir degil) ilave edilmektedir [3, 40].

Peynir yapiminda kullanilan siitiin 100 L’ne yaklagik olarak 1:10000 kuvvetindeki sivi
mayadan 12 ml, 1:15 000 kuvvetindeki mayadan ise 8-9 ml kadar katilir. Siitiin
pihtilastirilmas1 peynir yapiminin temel agamalarindan olup, genellikle peynir mayasi
tarafindan gerceklestirilmektedir. Beyaz peynir iiretiminde, ticari sivi peynir mayasi
kullanilmaktadir. Ticari Beyaz peynir mayalari, mikrobiyel veya hayvansal kaynakli
(sirden mayasi) olabilmektedir [3,40].

Sirden mayasinin azligi, fiyatinin yiliksek olusu ve peynir iiretiminin artmasiyla birlikte
ihtiyac1 karsilayamamasi, ¢esitli bitki 6ziitleri, pepsin, tripsin ve kimotripsin gibi ¢esitli
hayvansal kaynakli enzimler ile mikrobiyel kaynakl proteolitik enzimler peynir mayasi
olarak kullanilmaya baglanmistir. Bunlardan mikrobiyel olanlarin, ekonomik olmalar1
ve sirden mayasi ile iiretilen peynirlere yakin 6zelliklerde iiriin vermeleri nedeniyle, siit
pihtilastirict olarak kullanimlar1 yaygmnlagmistir. Mikrobiyal veya fermantasyonla
iretilen kimozin (rennin) genetigi degistirilmis mikroorganizmalar tarafindan

iiretilmekte ve giinlimiizde pek cok iilkede yaygin olarak kullanilmaktadir [3,40].

1.2.3.5. Siitiin Rennet (Peynir Mayasi) ile Pihtilasmasi:

a) Enzimatik Proteoliz Asamasi

b) Enzimin etkisi ile par¢alanma

c) Pihtilagsma (Agregasyon) Asamasi

d) Ayri pargaciklarin bir araya gelmesi

e) Jellesme Asamas1 Misel topluluklarinin bir araya gelerek sertlestigi sikilastigi,
sekil kazandig1 agsamadir [24, 40].

Birinci agamada rennetteki asit proteazlar Ozellikle rennin (kimozin) «-kazeini

fenilalanin (105)-metiyonin (106) arasindaki tek bir peptid bagini hidrolize ederek para-



21

k-kazein ve glikomakropeptide déniistiiriir. Ikinci asamada agregasyon (birlesme,
toplanma) asamasinda, k-kazeinin proteolizi ile stabilitesi bozulan kazein miselleri
birbirleriyle birleserek misel topluluklar1 olustururlar. Ugiincii asamada meydana gelen
misel kiimelerinin bir ag gibi birleserek sikilastigi, pihtinin sekillendigi jellesme

asamasidir [24, 40].

1.2.3.6. Peynir Mayasi (Rennin) EtKisi

Enzim
1. k-kazein — Enzim-k-kazein kompleksi—Enzim+para-k-kazein + glikomakropeptid

molekilii

Rennin enziminin etkisiyle k-kazein, para-k-kazein ve glikomakropeptid seklinde
parcalanmaktadir. Bu durumda kalsiyum karsisinda a-slve B kazeinlerin stabilitesi

bozulur [24].

Enzimatik proteoliz sirasinda makropeptit molekiillerinin ayrilmasi nedeniyle miseller

kiigtiliir, negatif yiikleri azalir ve viskozite geriler[24].

Ca+2

2. Para-k-kazein —  Kalsiyum Para-kazeinat (Jel)

Kolloidal kalsiyum ve fosfat ¢ozelti i¢cinde kalmayip, pihtidaki kazein, kalsiyum ile bir
kompleks meydana getirir. Ca*> varlig1 agregasyon asamasinda negatif yiikii azaltmasi
bakimmndan énemlidir. Ortamda yeterince Ca™ bulunmadigi zaman para-k-kazein diger

kazein fraksiyonlar1 gibi davranir ve pihtilasma olmaz[24].

Bir kazein miseli ilizerindeki para-k-kazeinin (+) yiikil ile diger misel iizerindeki k-
kazeinin (-) yiiklii gruplar1 arasindaki etkilesim misellerin bir araya gelmesini saglar.
Ayrica bu asamada, misel stabilitesinde rol oynayan kolloidal kalsiyum fosfat baglarinin
ayrilmasi ve Ca'*’a duyarli olan a-s ve B-kazeinlerin Caile baglanmasi sonucu artan
Ca' aktivitesi sonucunda (-) yiiklerde bir azalma olur ve kalsiyum parakazeinat olusur.
Siitteki asitlik fazla ise ve fazla gelismigse pihtilagsma ¢abuklasir. Enzimle degil, asitle
piht1 olusumu hakimdir. Peynir alt1 suyu ayrilmasi zorlagir, kdtiilesir. Ptht1 yumusak
olur. ince, kiigiik, ufak pihtilar kayiplar1 arttirir [24].
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1.2.3.6.1. Rennet Enziminin Calisma Mekanizmasi

Kazein miselleri stabil haldeyken rennet enziminin proteini parcalamasiyla stabilite
bozulur. Miseller serbest kalsiyumlarla baglanir. Olusan protein ag yapisinin i¢inde su

ve yagda bulunur [24, 40].

Sit pH’sindaki degisim

Sitiin pH’si 6,5- 6,6
N2
pH 5,2-5,3 Pihtilasma (koaglilasyon) baslar.
N2
pH 4,6-4,7 Kazeinin izoelektrik noktasi, bitin tuz baglantilarindan kurtulur

ve ¢oker. SUt tamamen pihtilasmis ve jellesmis olur.
Sekil 1.9.Siit pH’sindaki degisim ile siitiin koagiilasyonu [24].

Peynire islenecek siitte pH 4.6’ya kadar diismesi istenmez. On olgunlastirma 6.3-6.5 pH
arasinda olmas1 hedeflenir. Bu sayede kazein kolloidal halde kalir [24, 40].

1.2.3.7. Starter Kiiltiirler

Starter kiiltlirler peynir yapiminda ¢ok onemli bir faktordiir; bircok gorevi yerine

getirmektedir [41].

Peynir yapiminda baglica iki ¢esit kiiltlir kullanilmaktadir:
— mezofilik kiiltiirler, optimum 20°C ve 40°C arasinda gelisirler

— termofilik kiiltiirler, 45°C’ye kadar gelisirler [41].

En yaygmn kullanilan kiiltiirler karigik suslu kiiltiirlerdir ve burada mezofilik ve
termofilik bakterilerin iki veya daha fazla suslar1 mevcuttur ve simbiyoz olustururlar,
yani karsilikli fayda saglarlar. Bu kiiltiirler sadece laktik asit {iretmeyip ayni zamanda

aroma bilesenleri ve CO, de olustururlar [41].

Starter kiiltiirlerin baslica ti¢ 6zelligi peynir yapiminda 6nemlidir:
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— laktik asit olusturma kabiliyeti,
— proteinleri ayrigtirma kabiliyeti,

— karbondioksit olusturma (CO,) kabiliyetidir.

Kiiltiirtin baglica gorevi kesilmig siitte asit olusturmaktir. Siit pihtilagtigi zaman, bakteri
hiicreleri piht1 icerisinde konsantre hale gelirler ve bdylece peynirde de konsantre hale
gelirler. Pihtilasmaya yardim ettigi icin onemli olan asit olusumu pH’y1 diistiriir
(pthtinin kasilmasi peynir alt1 suyunun uzaklagmasi ile beraberdir). Ayrica kalsiyum ve
fosfor tuzlar1 serbest birakilir, bunlar da peynirin kivamini etkiler ve pihtmnin sikiligmimn
artmasina yardimci olur. Sert ve belirli yari-sert peynirlerde olgunlagma islemi siitteki
orijinal ve kiiltiirdeki bakterilerin enzimleri ile beraber rennet enziminin kombine

proteolitik etkileri proteinlerin ayrigmasina neden olur [24, 40].

Tiirkiye’de klasik (standart) beyaz peynirin, genellikle 72°C’de 20 saniye pastorize
edilen siitten, Lactococcus lactis ssp. lactis ve Lactococcus lactis ssp. cremoris
kullanilarak iiretilmesi ongoriilmektedir [34]. Yurtdisinda 6zellikle biyoaktif peptidlerin
salmimi ve uzaklastirilmasi icin starter suslar iiretilmekte ve pazarda yerini almaktadir
[42, 43]. Ozellikle siit ve peynirlerin 1sitmasi ve depolanmasi sirasinda peptit analizleri
yapilarak, peptit profilleri ¢ikarimaktadir [44]. Bazi peynir ¢esitlerinde bulunan
biyoaktif peptitler Tablo 1.3.’de verilmistir.

Biyoaktif peptitlerin 6l¢tildiigi baz1 peynir tiirleri sdyledir: Comte, Grana Padano,
Parmigiano-Reggiano, yar1 sert Herrgard, Brie, Rokpol, Edamski, Gouda, Kazsten,

Mozzarella, Cheddar, Emmental, Festivo, Manchego, Crescenza ve Italico [42, 43, 44].

1.2.3.8. Piht1 Kesimi

Piht1 kesim olgunluguna geldiginde 2 veya 3 cm’ liik pargalar halinde kesilir. Par¢alama
isleminde pihtnmn fazla hirpalanmamasma dikkat edilmelidir. Islenmis piht1 baski
teknelerinde veya Bulgar usuliiyle yapiliyorsa mayalanmanin yapildig: teknede pihti
yarim saat dogal siizmeye birakilmaktadir. Piht1 kendi halinde siiziildiikten sonra 2-3.5
saat baskili siizme islemine tabi tutulmaktadir [38]. Bir sonraki asama olan tuzlama,
beyaz peynir iiretiminde onemli islemlerden biridir ve tuzlama peynirin karakteristik

ozelliklerini belirlemektedir [40].
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1.2.3.9. Tuzlama

Hedeflenen pH, su aktivitesi ve redoks potansiyeli ile birlikte tuz, patojenlerin
gelisimini inhibe etmekte ve bozulmayir minimize etmektedir. Bunlara ilaveten,
mikrobiyel gelisme ve enzimatik aktivitenin kontrolii, peynirde nem igeriginin
azaltilmasi, peynir tekstiirli, lipoliz, proteoliz, proteinlerin ¢oziiniirliigiinii ve tat
gelisimini etkileyen proteinlerdeki fiziksel ve biyokimyasal degisimler iizerinde de

tuzun 6nemli etkisi vardir [3, 4, 40].

1.2.3.10. Ambalajlama ve Depolama

Tiim bu agamalardan sonra, peynir hava almayacak sekilde plastik ambalaj veya metal
kutular i¢inde saklanir ve ambalajlanmis peynir olgunlasmanin saglanmasi amaciyla 5-

6°C’ lik soguk hava depolarinda depolanir [45].

1.3. Peynir Kalitesini Etkileyen Faktorler

1.3.1. Kullamilan Siitiin EtKisi

Peynire islenecek siit taze olmali ve i¢inde yabanci madde bulunmamalidir. Onceden
isitilmig siitler yavas ve zayif pihti olusturacagi i¢in peynirde kaliteyi etkilemektedir.
Bunlarin yaninda peynire iglenecek siitiin bilesim yoniinden zengin olmasi, kuru madde
miktarinin yiiksek olmasi kalite yoniinden oldugu kadar, randiman bakimindan da 6nem

tasimaktadir [38].

1.3.2. Pastorizasyonun Etkisi

Cig siitten yapilan peynirlerde patojen mikroorganizmalar uzun siire canli
kalabilmektedir. Bu nedenle iiretimden hemen sonra tiiketime sunulacak peynirler i¢in
siitlin pastorize edilmesi tiiketici sagligi agisindan Onem tasimaktadir. Peynirde
mikrobiyel kaynakli kusurlar genellikle pastorizasyona dayanikli mikroorganizmalar ve
bazi durumlarda da pastdrizasyonla tahrip edilemeyen ve starter kiiltiirler i¢in inhibitor
etkisi olan maddeleri sentezleme yetenegine sahip mikroorganizmalardan

kaynaklanmaktadir [40]. Iyi kalitede peynir elde etmek igin zorunlu hale gelen
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pastorizasyon isleminden sonra, yikimlanan faydali mikroorganizmalarin yeniden

kazanilmasi amaciyla starter kiiltiir ilave edilmesi gerekmektedir [1].

Pastorizasyon sicakliginmn 15 saniyede 74°C’yi gecmemesi, 65°C’nin de altma
diismemesi gerekir. Aksi takdirde yliksek derecede (75°C’nin {izerinde) 1sitilan
stitlerden yapilan peynirler, 6zellikle siit tuzlarinin, asit sartlarda da serum proteinlerinin
kazein miselleri ilizerinde birikerek enzim aktivitelerini engellemesi ve denatiire serum
proteinlerinin fazla su tutma kapasitelerinden dolayi, yumusak olmakta ve olgunlagma

islemi gecikmektedir [40].

1.3.3. Peynir Mayasinin Etkisi

Siite katilan pihtilagtirict enzimin biiyiik bir kismi peynir alt1 suyu ile birlikte ayrilir ve
sonugta ilave edilen enzimin yalnizca % 0-15 kadar1 pihtida kalir. S6z konusu enzimin
pihtida tutulma oranmi, katilan enzim miktari, enzimin pH ve 1s1l islemlere karsi
stabilitesi, pihtinin kesilme ve siizilme pH’s1 ve pihtinin yikanmasi, 1sitilmasi ve

telemenin haglanmasi ve peynirin su miktar gibi faktorler etkiler [4].

Ilave edilen enzim miktar1 arttikga pihtida tutulma orani artmaktadir ya da pH ve
sicakliga karsi stabilitesi baglaminda, eklenen kimozinin %6°s1, mikrobiyal kaynakli
enzimin ise %2-3’li pihtida alikonulmaktadir. Keza peynirin su oram arttik¢a pihtida
tutulan enzim miktar1 artmaktadir. Pihtist 1sitilan ve/veya telemesi haglanan peynir
tiplerinde de rennin enzimi inaktive olmaktadir. Pihtida alikonulan enzim miktari, hig
kuskusuz peynirin aroma ve tekstiir olusumunda hem olumlu hem de olumsuz yonde

onemli etkiye sahiptir [4].

1.3.4. Tuz Konsantrasyonu

Tuz konsantrasyonu ve peynir Kkitlesine dagilimi, peynir kalitesini ve tercih
edilebilirligini etkileyen Onemli bir parametredir [4, 41]. Diger taraftan, tuzlama
peynirde lezzet gelisimine katkida bulunmakta ve koruyucu etki gdstermektedir [3, 4,

40].
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Tablo 1.3. Peynir ¢esitlerinde bulunan biyoaktif peptitler.

Kazeinden tiireyen peptit Biyoaktivite Referans
p-kazomorfin-5 (BCM-5) Agonist Opioid Sienkiewicz-Szlapka,
2009 [81]; De Noni,
2010 [14].
p-kazomorfin-7 (BCM-7) Agonist Opioid Sienkiewicz-Szlapka,
2009 [81]; De Noni,
2010 [14].
Laktoferoksin A (LA) Antagonist Opioid  Sienkiewicz-Szlapka,
2009 [81].
Kazoksin-6 (CSX-6) Antagonist Opioid  Sienkiewicz-Szlapka,
2009 [81].
Kazoksin-C (CSX-C) Antagonist Opioid  Sienkiewicz-Szlapka,
2009 [81].
p-kazomorfin-9 (BCM-9) Opioid Saito, 2000 [99],
Rizzello, 2005 [100].
p-kazomorfin-10 (BCM-10) Opioid Toelstede 2008 [23].
p-kazomorfin-11 (BCM-11) ACE-inhibitorii* Rizzello, 2005 [100]
B-CN (17-28)4P Mineral  tastyici, Pinto, 2012 [90].
immiinomodiilator

ve sitomodiilator
as1-CN (f61-79)4P Mineral tasiyict Pinto, 2012 [90].
as2-CN (f7-21)4P ACE-inhibitorii Pinto, 2012 [90].

* Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorii

1.4. Peynirde Biyoaktif Peptitler

1.4.1.Biyoaktif Peptitler

Siit proteinleri genellikle temel aminoasitleri saglayan molekiiller olarak bilinir. Fakat
stit proteinlerinden tiireyen oligopeptitlerin biyolojik fonksiyonlara sahip olduklar1
gosterilmistir. Fermentasyon sirasinda kazeinin parcalanmasiyla agiga c¢ikan cesitli

uzunlukta oligopeptitler diger enzimler ile pargalandiginda biyoaktif peptitlerin veya
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bunlarin 6n bilesiklerin olusumu gergeklesmektedir [13]. Biiyiikk miktardaki biyoaktif
peptitler major kazein ve serum protein bilesenlerinin her 1 gr’mnin proteolizi esnasinda

potansiyel olarak iiretilebilir [46].

Biyoaktif peptitler dogal protein yapisinda aminoasit zincirleri igerisine
kodlanmiglardir. Biyoaktif peptitler her molekiiliinde genellikle 3 ile 20 aminoasit
kalintis1 bulunduran kisa peptitlerdir. Fakat 64 aminoasit iceren kazeinomakropeptit
(CMP) bunlarin istisnasidir. Kiigiik boyutlu ve hidrofobik 6zellikte olmalar1 daha kolay

absorbe edilmelerine yardimc1 olmaktadir [13].

Biyoaktif maddelerin bazist proteinler sayesinde tamamiyla aktifken, digerleri
proteolitik olarak serbest birakilincaya kadar gizlidir. Gizli biyoaktivitelerin goriinmesi
proteoliz bdlgesine (meme bezi ya da gastrointestinal bolge) baghdir [46]. Inaktif
durumdaki biyoaktif maddeler in vivo ve in vitro sartlardaki enzimatik sindirim ve
parcalanma sirasinda agiga c¢ikarak aktif duruma ge¢mektedirler [13]. Buna ilave olarak,
biyoaktivitenin tam ekspresyonu siitteki peptit olmayan ajanlarla (lipitler, glikolipitler

ve oligosakkaritler) biyoaktif peptitlerin sinerjik etkisini gerektirmektedir [46].

1.4.2. Peynirde Biyoaktif Peptit Olusumu

Siitiin islenmesi sirasinda, peynir yapimi igin kullanilan starter kiiltiirlerin ve proteolitik
mikroorganizmalarin biyolojik aktivitelerinin yan {irlinii olarak biyoaktif peptitler

serbest kalmaktadir [13].
Biyoaktif peptitler siit proteinlerinden 3 farkli yolla tiretilebilmektedir [13]:

1. Sindirim enzimleri yardimiyla enzimatik hidroliz,
2. Proteolitik starter kiiltiirler ile siitiin fermentasyonu,

3. Proteolitik mikroorganizma kaynakli enzimlerin etkisi ile.

Biitiin B-kazomorfinlerde bulunan N-terminal Tyr kalintis1 onlarin biyoaktivitesi i¢in
kritiktir. Prolin kalmtilarinin yiiksek igeriginden dolay1 bu peptitler bariz bir sekilde
proteolitik saldiriya direncglidir. B-kazeinlerin sindirimi esnasinda bu biyoaktif peptitler

biitlin olarak absorbe edilir [47].
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1.4.2.1. Peynirde p-Kazomorfin-7

Al siit proteinleri opioid olan kazomorfin denilen peptitler i¢in potansiyel bir kaynaktir
[48]. Opioid terimi i¢inde bir morfin benzeri aktiviteye sahip kimyasal maddeleri ifade
etmektedir. Bunlarin bazilari stres, agr1 ve yanitta, gida alinimi kontroliinde 6énemli rol

oynadig1 bilinmektedir.

Al tip siit kullanilarak yapilan peynirlerde, peynir proteolitik mikroorganizmalarimin Al
tip beta-kazeini katabolize etmeleri sonucu B-kazomorfin-7 (BKM-7) opioid peptidi
meydana gelmektedir. B-kazomorfin-7 opioid peptiti (Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle)
besin proteinlerinden tiireyen biyoaktif peptitin ilk ornegidir. Ozellikle, p-opioid
reseptorler beyin sapinda siddetli bir sekilde ifade edilir ve BKM-7 bilinen p-opioid
reseptor ligantidir. Biyoaktif peptit olan BKM-7" nin N-terminalindeki “Tyr-Pro-Phe”
opioid Ozelliklere sahip oldugundan dolay1 viicutta morfinbenzeri aktivite gosteren

kimyasal olarak hareket edebilir [11, 14].

Glglii bir opioid aktivite sergileyen bir peptid olan BKM-7 yedi aminoasitten olusur:
Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile. BKM-7 opioid 6zelligini biyoaktif peptidin N-ucundan
siralanan "Tyr-Pro-Phe" dizisinden alir, bu dizi bir morfin benzeri eylem ile bir
kimyasal madde olarak gorev alabilir [14]. Ote yandan, son dort aminoasit “Pro-Gly-
Pro-Ile” kalintis1 pankreatik beta hiicreleri spesifik glukoz tastyicis1 olan GLUT-2
degildir ve gastrointestinal sindirim (sindirim enzimler tarafindan hidroliz) veya gida
isleme (teknolojik islem sirasinda ya da proteolitik olgunlasma) esnasinda salinir veya
viicut kendisi tarafindan iiretilmektedir [30, 32, 48]. Muhtemelen taklitcilikte rol alan bu
molekiiller, Yeni Zelanda Samoan c¢ocuklarinda Tip-I diyabet insidansi artisi

gbzlenmesinin sebebi oldugu gosterilmistir [30].

Beta-kazomorfin tiikketiminin bir¢ok hastaliga sebebiyet verdigi ve risk faktorii oldugu
cok cesitli ¢calismalarda yillar boyunca ifade edilmistir [30]. Bu amagla, siitte ve siit
iiriinlerinde opioid aktif peptidlerin varlig1 ve miktar analizleri, siit kalitesi parametreleri

Ol¢timleri arasma katilmistir [49].

Bu giine kadar yapilan ¢aligmalardan yola ¢ikarak, tip 1 diyabet gelisiminde rolii olan

BKM-7’nin, Swinburn (2004) ve Truswell' in (2006) saglik sorunlar1 raporlar1 sonucuna
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dayanarak besinlerde bulunmasina izin verilmemistir (Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi

Bilimsel Raporu, 2009).

Diinya iizerinde 6neme sahip olan Al ve A2 tip siit ayrimi i¢in c¢esitli ¢caligmalar
yillardir siiregelmektedir. Bunun i¢in dncelikle hayvanlarin genotiplemesi ve siit ve siit
tirtinleri kazeinlerinin protein Ozellikleri calisilmistir. Kurek ve ark (1992), B-
kazomorfin-7 ve histamin enjekte edilen kobaylarda benzer alerjik reaksiyonlar

(dermatik pasif anafilaksi testi) verdigini bildirdi [50].

1990'larin  sonunda, bazi raporlar kazein varyant:1 Al tiiketimini bir risk faktorii
oldugunu ortaya koydu [27]. insanlarda diyabet (insiiline bagimli) ve iskemik kalp
hastalig1 kazein varyant1 Al tiikketimi sonucu arttigini1 6nerdi [27, 28]. Bu beta-kazein
varyant1 Al bazi insan hastaliklarmin gelisiminde belli bir rol oynamaktadir. Ayrica, ani
bebek Olimii sendromu (SIDS) beta-kazomorfin ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir

[16]. Insan saglig iizerindeki siit proteinlerinin diger potansiyel etkisi siit alerjisidir.

1.4.3. Biyoaktif Peptitlerin Insan Saghg Uzerine Etkileri

1.4.3.1. p-Kazomorfinlerin Diyabet Hastahg: ile Tliskisi

Diyabet hastalarina ve saglikli kisilerde lipopolisakkarid (LPS) stimiilasyon sonrasi
periferik kan mononiikleer hiicrelerinde (PBMC) sitokin iiretimini bagisiklikta hiicresel
yanitlart ¢oézmek i¢in degerlendirilmistir [51, 52, 53]. Ayrica bir baska caligmada,
sitokin tayini BCM-7 tahfribat1 iizerine PBMC tarafindan yayimlanan sitokin
diizeylerindeki degisiklikler ELISA testinin kullanimi ile yapilmustir [51]. Benzer bir
sistem diyabetiklerde bagisiklik sistemi ilizerinde BCM-7’nin etkisini aragtirmak igi
kullanildi. Dogan ve ark.'nin (2006) ¢alismasinda, kan serum konsantrasyonlar1 Tip 1
diyabetli gocuklarda ELISA yontemi ile TNFa, IL-2 ve IL-6, IL IL-2 ve IL-6 diizeyleri
arastirilmistir ve diyabetin tiim asamalarinda tespit edildigi gosterilmistir [54]. Son iki
calisma ¢aligmada saglikli ve diyabetik bireylerin PBMC kiiltiirlerde BKM-7 etkilerini

degerlendirmek i¢in 6n deney tasarimi dnermislerdir.

Biyoaktif peptitlerin immiinomodiilator etkileri hiicre kiiltlirii ve in vivo sartlarda

calisilmaktadir [46, 55, 56]. Cogunlukla sitomodiilator etkileri iizerinden B-lenfosit
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salgilama artisina ve immiinmodiilator artisa sebep olduklar1 belirtilmektedir. Peptitlerin
zararh etkileri uzun yillardan bu yana ¢ok farkli caligmayla gosterilmis olmakla beraber,
son zamanlarda peptitlerin bazi yararli etkilerini gosteren caligmalarda sunulmaktadir.
Ozellikle Tip I diyabet iizerine engelleyici etkileri [27], potansiyel antikarsinojenik ve
oksidatif stres lizerine azaltici etkileri lizerine aragtirmalar da yayimlanmistir [57, 58].
Bunlarla beraber peptitlerin hastalik etmeni ve risk faktorii olmalarma yonelik
calismalar agir basmaktadir. Bu sebepten, inek siitliine alternatif siitlerin, koyun siitii
kisrak siitli ve 6zellikle keci siitli i¢in biyoaktif peptitler ve besin degerlerine yonelik

caligmalar yapilmakta ve inek siitii yerine onerilmektedir [59, 60, 61, 62].

1.4.3.2. Sindirim Sistemi Uzerine Etkileri

Beta-kazomorfinlerdeki prolin kalintilarinin yiiksek igerigi birgok degradatif enzimlere-
pepsin, tripsin ve kimotripsin- direnc¢lidir. Beta-kazomorfin-7 peptiti proteolizlere [-
kazomorfin-5 ya da B-kazomorfin-3’ten daha direng¢lidir. Buna ragmen p-kazomorfinler
sindirim sonucu agiga ¢ikmaktadirlar. B-kazeinler bagirsakta, dipeptidil dipeptidaz-4’iin
(DP4) etkisiyle intestinal zarin mukozal bolgesinde [B-kazomorfinlere ayrisarak
emilmektedirler. Daha biiylik peptitlerden X-Pro (N-terminal) dipeptitlerini kesmek DP-
4’in gorevidir. PB-kazomorfinler, Tyr-Pro grubunun enzimatik sindirimi ile serbest
birakilir. Bu yiizden [-kazomorfin peptitleri opioid reseptorlere varmadan ve

muhtemelen intestinal zardan gecerken zarar vermektedirler [10].

Stit ve siit lrlinlerinin her formu yutulduktan sonra, kazeinin gastral enzimatik
yikilmasiyla bebeklerin midesinde B-kazomorfinler gibi daha kiiciik peptitlere sekillenir.
Beta-kazomorfinler bir kez sekillendiginde, proteolizlere olduk¢a direngli

olduklarindan, midede 6nemli seviyelere ulasabilirler [14].

1.4.3.3.p-Kazomorfinler ve Ani Bebek Oliim Sendromu Tliskisi

Cocuklarin ana besin kaynagi olan siit, Ani Bebek Oliim Sendromu’nu giiclendiren,
biitiin ¢ocuklarda yaygin olan bir faktordiir. Bebeklerin olgunlagsmamis merkezi sinir
sisteminden dolay1 absorbsiyonu takip eden gastrointestinal yolda, B-kazomorfinler
kolayca kan-beyin bariyerini gecebilmektedirler. Bebeklerin vagal sinir gelisiminde ve

solunum kontroliindeki anormallikler, siitten elde edilen opioid peptitlerin beyin
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sapindaki solunum merkezlerinde ¢okiintiiye sebep olmasi nedeniyle meydana gelirler.
Buna bagli olarak da bebeklerde ve g¢ocuklarda, opioid aktif peptitlerin Apne ve
SIDS’na sebep olduklar1 goriilmiistiir [16].

Wasilewska (2011) SIDS potansiyeli ve apnesi olan bebeklere ait kan serumlar1

orneklerinin DPPIV etkinligi i¢in B-kazomorfin miktarlarini anlamli bulmustur [17].

1.4.3.4. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Yillardir siit yag1 da dahil olmak iizere hayvansal yag igerigi yiiksek olan gidalarin,
koroner kalp hastaliklar1 (KKH) acisindan yiiksek risk tasidiklari one siiriilmiistiir.
Satiire yag asitlerinin (SYA) yliksek oranda aterojenik (damar i¢i duvarinda daralma
yapan) oldugu goriisii, ¢evreyle ilgili caligmalardan kdken almaktadir. Siit {riinleri
kaynakli yag tiikketimiyle KKH mortalitesi arasinda bir baglanti oldugu da One
stiriilmiistiir. Ayrica klasik ¢aligmalar diyet ve yasam tarzi ile iliskili faktorlerde yapilan
degisikliklerin mortaliteyi diisiirdiigiinii gostermistir. Ornegin, Kuzey Karelia
Projesindeki diisiik mortalite, biiylik oranda siit iirlinleri kaynakli SYA ve kolesterol
alimmin azaltilmasina, yasam tarzi ile iliskili faktorlerde yapilan degisikliklerle birlikte,
coklu doymamis yag asitleriyle meyve ve sebze alimindaki azalmaya baglanmistir.

Ancak populasyon i¢i kohort ¢aligmalarmin bulgular1 arasinda tutarsizliklar vardir [13].

Baz1 caligmalarda, siit Ttriinleri alimi ile KKH mortalitesi arasindaki baglanti
gosterilememistir. Bazi olgularda, siit iiriinleri alim1 ve KKH risk belirtegleri, insiilin
duyarliligr ve yiiksek kan basinci arasinda sasirtict olarak ters yonde bir iligki
gozlenmistir. Siit tirinleri alimi ile KKH mortalite ve morbiditesinde artisa isaret eden
calismalarda ise, peynir ve bazen mayalanmig siit iiriinlerinin istisna olusturdugu,
kolesterol ve SYA’nin aliminin fazla oldugu bir alt grupta, siit irlinleri alimi1 ve KKH
mortalite veya morbiditesi arasinda baglant1 olmadig1 goriilmiistiir. Diger aragtirmacilar,
stit tiriinleri kaynakli yag alimi ve KKH mortalitesi arasinda anlamli bir baglantinin,

peynir digindaki siit lirlinlerinde goriildiigiinii belirtmislerdir [63].

Elwood ve arkadagslari, siit ve KKH ile ilgili 6nemli bir deneme yayimlamislardir. Siit
icimi ile vaskiiler hastalik arasindaki 10 prospektif ¢alismadan yola ¢ikarak, siit tiiketimi

en yiiksek ve en diisiik olanlarda iskemik kalp hastahig riskini arastirmislardir. Iskemik
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kalp hastaligindan 6lim ve PB-kazein Al’in tiiketimi arasindaki giiclii iligki birkag
populasyonda karsilastirilmistir. Sonuglara iliskin verilerin az oldugu bir calisma
disinda hi¢bir caligmada, siit tiikketimi en fazla olanlarda riskin arttigina dair bir kanit

bulunamamaistir [63].

1.4.3.5. Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Kazomorfin ve gluteomorfin multisistem norolojik hastaliklarin bazi alt tiirleri i¢in,
sizofreni ve otizm, dikkat eksikligi bozuklugu ADD/ADHD, epilepsi ve yaygin gelisim
bozukluklarima da sebep olmaktadir. Otizm kazomorfin ve gluteomorfinin bir kisi
tizerinde sahip olabilecegi etkilerin tiirlerine bir Ornektir. Otizm erken yastaki

cocuklarda olduke¢a nadir goriilen bir sendromdur [64].

Otizm kurbanlarinin bedensel isleyisini ve yasam keyfini bozan ciddi bir hastaliktir.
Otistik ¢ocuklarda hyperpeptiduria bulunmustur [65]. Siradan ¢ocuklarda nobetler ve
epileptik ataklarin sikligi yasla birlikte azalir. Otistik ¢ocuklarda epilepsi ve EEG
anormalliklerinde yasla artan bir artis gostermektedir. Epilepsi hastaligindaki frekans
artigina paralel ¢olyak hastaligi da artar. Ayrica ¢olyak hastalifinda idrardaki artan
opioidler de tespit edilmistir [66]. Bu durumda, kasomorfin ve gluteomorfin
peptitlerinin idrar i¢inde tesbiti, cocuklarda 6dnemli hale gelmistir. Cocuklarda, Otizim
tamis1 koyabilmek icin idrar rneklerinde Gluten/Kazein peptitlerinin ELISA ile tayini
yapilmaktadir [64].

Gluten/Kazein ELISA testi aym zamanda AD(H)D, sizofreni, MS, beslenme
bozukluklari, down sendromu, sindirim bozukluklar1 gozlenen cocuklarda tani igin
basvurulan bir yontemdir. Test sonucunda hassas bir standart egri yakalanarak uygun
gluten ve kazein diyeti uygulanir. Sik1 bir glutensiz ve kazein diyet hasta i¢in yararl
etkileri oldugunu asikardir [67]. Diyetteki basarisizlik ciddi sorunlar getirebilmektedir.
Ciinkii bu gidalar otistik ¢ocuklarin beyinleri i¢in toksik niteliktedir. Diyet tiim siit

iirlinlerini ¢ikarma anlamina gelmektedir [64].

Otistik ¢ocuklarinda idrarlarinda SPE-HPLC-tandem mass spektometri ile B-kazomorfin
gibi ekzojen peptit miktarlar1 6l¢iilmiis ve kontrollere gore otistik ¢cocuklarda peptit

miktarlar1 yiiksek bulunmustur [65].
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Siit, tereyagi, peynir, krem peynir, eksi krema, vb ayn1 zamanda soya peyniri, ton balig1
ve hatta ekmek kazein icerir. Bu sebeple siit tiriinlerindeki f-kazomorfin tayini 6nem
teskil eder [68].Yapilan bir ¢alismada yeni dogmus bebekler icin iiretilen ticari bir
bebek mamasi agonistik dort opioid peptide karsi test edilmis ve B-kazomorfinlerin
olustugu gozlenmistir. Bu ¢aligmada izole tavsan bagirsagi motor aktivite iizerindeki
etkileri incelenerek HPLC de belirlendi. Sonug olarak, bu formiillerin opioid aktivite

cesitliligi ek bir gostergesi olabilecegi One siiriilmiistiir [68].

Otistik hastalarin kan serum ve BOS’larinda opioid peptitlerde artrmak bulunmustur.
Bunlardan bazilar1 da sigir kazomorfin peptiti oldugu tespit edilmistir. Otistik hastalarin
idarinda tespit edilen gliadinomorfin, glutemorfin, deltorfin ve dermorphin ve
kazomorfinlerin olusturdugu kronik etki, hastalik semptomu olan sosyal kayitsizlik

davranisini agiklayabilmektedir [69].

Tveiten ve Reichelt (2012) Sizofreni’li hastalarin idrarinda artmis opioid peptit
diizeyleri bulunmustur. HPLC iizerinde degisik egimlerin kullanimi ile eksorfinlerin
peptit kromatografileri rapor edilmistir. Sizofrenide genetik ve diyetsel faktorlerin
sizofreni ile ilgisi gdsterilmistir [70]. Isvecli bir grup reseptdr baglayici opioidlerin
diizeyine iliskin sizofreninin belirtileri nitelendirmistir ve postpartum psikoz insanlarda

kazomorfin artigin1 géstermislerdir [9].

Bunlarin yaninda, B-kazomorfinlerin depresyonla iliskisi, depresyon teshisi konulmus

hastalarin idrarlarinda artmis B-kazomorfin peptitlerinin tespitiyle sunulmustur [71].

1.5. Biyoaktif Peptitlerin Tayini

1.5.1. Biyoaktif Peptitlerin Kromatografik Yontemlerle Tayini

Karigimlardaki kimyasal bilesiklerin ayrilmasi, taninmasi ve teshisi i¢in yaygin olarak
kullanilan analitik yontemler topluluguna ‘kromatografi’ adi verilmektedir. Kimyada
diger ayirma yontemlerinden hi¢ birisi kromatografi kadar etkili olmayip uygulamada
yaygm olarak kullanilmaz. Bu nedenle de kromatografik yontemler aragtirma amaciyla

en ¢ok kullanilan yontemler arasindadir [72].
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1.5.1.1. Kromatografik Yontemlerin Siiflandirilmasi

Kromatografik yontemler, durgun fazin ortamda bulunma sekline gore kolon ve
diizlemsel olmak {izere ikiye ayrilir. Kolon kromatografisinde durgun faz dar bir boruda
tutulur, hareketli faz ise yer ¢ekimi veya basing etkisiyle borudan gecirilir. Diizlemsel
kromatografisinde ise, durgun faz diiz bir ylizeyde veya bir kagidin gozeneklerinde
tutulur. Bu durumda hareketli faz, durgun faz iizerinde kilcal veya yer ¢ekim etkisiyle
hareket eder. Bunun disinda kromatografik yontemler ayirma islemlerinin farkliligma

gore ¢cok daha degisik sekillerde smiflandirilabilir [72]:

1. Teorik Simflandirma

a- Paylagim Kromatografisi

b- Adsorpsiyon Kromatografisi
c- Jel Filtrasyon Kromatografisi

d- Iyon Degisim Kromatografisi

2. Pratik Simiflandirma
a- Kagit Kromatografisi
b- Ince Tabaka Kromatografisi
c- Kolon Kromatografisi

d- Gaz Kromatografisi

e- Sivi Kromatografisi

Eromatogzafi
¥ v
Graz Fromatoerafizi Sivi KEromatoga afizi
¥ * ¥ v
Gaz-SJn'l I Graz-Fat E. l Diizlemsel E.
(GLCY (GO *—;—*
Kolon K. ILT.E (TLC) KK
\i v v v v
Smi-Eat K Svi-Sve I BaflFaz K Ivon Degigim K. Ihgarlama E
(LS (LLY {BEC) (TEC ve I l
! l
Jel Gegirgenhl: E Jel Filtrasyon E.
(GPC) (GFC)

Sekil 1.10. Kromatografide hareketli ve durgun fazlara gére smiflandirma [55].

1.5.1.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performanshi sivi kromatografi yontemi biitiin analitik aymrma teknikleri
arasinda en yaygin kullanilanidir. Yontemin bu kadar yaygin olmasmin sebepleri,

duyarliligi, dogrulugu, kesinligi ve seciciliginin yiiksek olmasi, kantitatif analizlere
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kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan tiirlerin veya sicaklikla kolayca
bozunabilen tiirlerin ayrilmasinda uygun olmasi ve hepsinden de dnemlisi sanayinin,
birgok bilim dalinin ve halkin birinci derece ilgilendigi maddelere genis bir sekilde
uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere 6rnek olarak; aminoasitler, proteinler, niikleik
asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar, pestisitler, antibiyotikler, ¢esitli organik
bilesikler sayilabilir. Kisacasi, uygun dedektdr, uygun kolon ve uygun hareketli faz
oldugu siirece biitiin kimyasal maddelerin ayrilmasinda ve analizinde HPLC

kullanilabilir [72, 73].

HPLC’nin farkl tiirleri mevcuttur. Kolon dolgu materyallerinin ve solventlerin pek
coktiirii mevcuttur. Alikkonma davranis1 ve rezoliisyon kolon ozelliklerinden (C-
yiikkleme, zincir uzunlugu, porozite vb.) ve eliisyon sema 6zelliklerinden (mobil faz, pH
vb.) etkilenir. Ornekler &rnek bilesenlerinin ¢dziiniirliik ve polaritesine bagl olarak

ayristirilabilir [73].

Normal faz HPLC’de solvent (mobil faz) nonpolardir (hekzan, metilen klorid gibi),
vekolon dolgusu (sabit faz) polardir (silika). Ornek molekiilleri solvente zit olarak az ya
dagok kolondaki partikiillere ¢ekilir. Daha az polar molekiiller ilk olarak kolondan ¢ikar
(eliie olur). Normal faz kromatografi iyonik olmayan ve/ya da polar olmayan
maddeleri¢in kullanilabilir [73]. Ters-faz HPLC (RP-HPLC) polar solvent (su, polar
coziiciiler ya da karigimlar) ve nonpolar dolgu materyali (C18 ya da fenil) kullanir.
Ters-faz HPLC’deeliisyon sirasi tersine donmiistiir. Sabit faz ¢ogunlukla oktadesil
gruplar (C18 ya da ODS) ya da oktil gruplar (C8) gibi alkilsilandan tiiretilmistir. Polar
bagli fazlarda silikayiizeyi polar fonksiyonel gruplardan tiiretilmistir. Ters-faz HPLC
orta polar maddeler i¢cin iyon olusturan polar olmayan maddelerin yaninda iyonik
olmayanmaddelerin ayrimi i¢in de kullanilabilir. Iyonlasabilen farmasétik bilesiklerin

cogu C18 kolonunda ¢ok iyi ayrilabilir [74].

Tek bir solventin kullanimi1 izokratik sistem olarak bilinir, fakat daha ¢ok tercih edilen
gradiyent eliisyon olarak bilinen kromatografik kosma esnasinda solvent karigim

kompozisyonunun degigme yetenegine sahip olmasidir [73].
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1.5.1.3.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Cihaz Bilesenleri

Yiiksek performanslt sivi kromatografisi cihazi, kendine 6zgii islevlere sahip olan
pompa, enjektdr, kolon, dedektor ve kaydedici olmak iizere bes ana boliimden olusan

bir sistemdir (Sekil 1.12) [75].

% Enjeksiyon valfi

= — S — -

-~ Kolon isitici

: Kolon
Filtre .

Q Q1D
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Hareketli Faz Pompa

Yazici

0000000
Fraksiyon toplama
islemi

Sekil 1.11. Yiiksek performansl sivi kromatografisi cihazinin sematik goriiniisii [72]

1.5.1.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi’nin Uygulama Alanlan

HPLC yapilar1 benzer kimyasal tiirlerin ayrilmasi ve saflastirilmasi islemlerinde giiclii
ve kullanigh bir aractir. Buna ek olarak ayrilan tiirlerin kalitatif ve kantitatif

analizlerinde de kullanilan bir yontemdir [72].

Saflastirma: Herhangi bir karisim igerisindeki hedef bir bilesigin, diger bilesiklerden
ya da safsizliklardan ayrilmasidir. Saflastirma isleminde, saflastirilacak bilesigin
ozelliklerine uygun mobil faz ve kolon se¢cimi yapildiginda iyi bir aymrim
gerceklestirebilir ve ayrica yiiksek saflik elde edebilmek i¢inde diger bilesiklerin kolon

icerisindeki go¢ hizlarinin yeteri derecede birbirinden farkli olmasi gerekmektedir [72].

Kalitatif Analiz: Az sayida ve bilinen tiirleri igeren karisimlardaki bilesenlerin varligini
tammak amaciyla HPLC yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ornegin, tek bir

kromatogramla, bir protein hidrolizatinda 30 kadar aminoasit yeterince kesin bir sekilde
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goriilebilir. Ote yandan kromatogram, karisimdaki her tiir i¢in, tutulma siiresi gibi
yalnizca tek bir bilgi icerir; bu nedenle anilan teknigin bilinmeyen bilesimde karmasik
numunelere uygulanmasindaki basar1 smirhidir. Kromatografi kolonunun dogrudan
ultraviyole, infrared veya kiitle spektrofotometrelerine baglanmasiyla, bu smirlamalar
onemli Ol¢iide asilmistir. Boylece olusturulan ikili cihazlar, karmasik karigimlardaki
bilesenlerin taninmasinda gii¢lii araglar olarak kullanilir. Bu tip aymrmalar yapilirken en
cok dikkat edilmesi gereken nokta, bilinen bir 6rnegin verdigi pikin kesin olarak
saptanmis olmasidir. Ancak yine de kesin bir sonug elde etmek i¢in, birkag yontemin

karsilagtirmali olarak denenmesi gerekmektedir [72].

Kantitatif Analiz: HPLC ayrilan tiirler hakkinda kantitatif bilgi verdiginden dolay1 bu
denli yaygmlasmustir. Kantitatif analiz, analit pikinin yiiksekligi veya alaninin bir veya
daha ¢ok sayida standart degerleriyle karsilastirilmasi temeline dayanir. Sartlar uygun

bicimde denetlenirse, bu parametrelerin ikisi de derigim ile dogrusal olarak degisir [72].

1.5.1.5. Diger Kromatografik ve Analitik Analizler

Siit ve siit liriinlerinde var olan veya ¢esitli muameleler sonucu ortaya ¢ikan biyoaktif
peptitlerin analizi HPLC-Tandem Kiitle Spektroskopisi, kiitle spektroskopisi temelli
teknikler (Maldi-TOF-MS, ESI-MS, FTIR-MS gibi) kullanilmaktadir [76, 77]. Peynir
kazeinlerinin differansiyasyonu HPLC-chip/MS/MS ve ¢esitli aminoasit sayist
kalintisina sahip B-kasomorfinlerin ayrimi ve saptanmasi, standart B-kasomorfinler
kullanilarak, mikrofluidik ¢ip elektroforezi ile kombine lazer indiiksiyonlu fliioresans
gibi hibrit sistemlerde yapilmaktadir[78, 79]. Bunlarda baska, hayvan ve insan, serum
ve idrarlarinda B-kasomorfin tayinleri HPLC, SPE-HPLC-tandem yiik spektroskopisi ve
ELISA ile yapilmaktadir [80, 81].

1.5.2. Biyoaktif Peptitlerin Immiinolojik Yontemler ile Tayini

Antijen antikor reaksiyonlarini gosterebilmek i¢in enzim kullanilan tiim tekniklere genel
olarak enzim immunotest (enzyme immunoassay, EIA) denir. Radyoimmiino-testler
(RIA) EIA'den daha 6nce kullanilmaya baslanmus, ancak isaretleme i¢in I'* gibi kisa

Omiirlii izotoplarm kullanilmasi, toplum saghigi ve ¢evreye zararli radyoaktif madde
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kullanimi, RIA'in endokrinoloji laboratuvarlarinda kullanimi ile sinirlt kalmasina neden

olmustur [82].

ELISA sistemleri 1960'larda radioimmunoassay ydntemlerine alternatif aranirken
bulunmustur. EIA'de kullanilan reaktiflerin uzun omiirlii olmalari, atik maddeleri ile
ilgili radyasyon tehlikesi olmamasi, basit testler olmas1 ve otomatize edilebilmesi diger
iki teknige olan istiinliikleridir. Daha 6nemlisi laboratuvarlara ¢ok fazla sayida 6rnekle
calisma olanagi verdigi gibi analizlerin kisa siirede sonuglanmasi gibi iistiinliikleri de

vardir [82].

1.5.2.1. Konjugasyon

Peptitlerin konjugasyonunun 6nemli bir nedeni de antijen yakalama etkisini arttirmaktir.
Yakalayici antijen molekiilleri ile antibodylerin bag yapmasi ELISA’da kullanilir.
Bununla birlikte bu bilesenler nonspesifik 0Ozellikte plastik microtiter plakalara
baglanabilir. Ancak ELISA plakalarina genellikle biiyiik boyutlu peptitler baglanir.
Kiigiik ve orta boylu peptitler baglanmasi olumsuz olur. Bu sebeple tasiyici protein
kullanilarak antijen yakalama yeterli biiylikliikte iyi bir nonspesifik baglanma gosterir
ve antibody molekiiliiniin 6zgiil baglanmasi i¢in gerekli olan peptiti de tasiyici protein
yiizeyinde tasir. Konjugasyon i¢in Etilen dikarbodimit (EDC) ve Gluteraldehit gibi
cesitli kimyasal capraz baglayicilar kullanilmaktadir [83].

1.5.2.2. Gluteraldehit ile Konjugasyon

Gluteraldehit serbest a-amino ve lisin epsilon-amino guruplarin kapsayan serbest amino
guruplar1 homobifonksiyon baglayicilarinin bir Ornegidir. Sisteinin stilfidrili de
reaktifidir. Ayrica tirozin ile histidine daha az bir Olgiide katilirlar. Ciinkii bu
reaksiyonun segiciligi, glutrealdehit metodu bilhassa peptiti zincirsiz reaktif guruplar ya
da tekbir lizinin N ya da C terminaline baglamak icin 6zellesmistir. Bu teknigin
milkemmelliginin sebebi basit, hizli ve etkili olmasidir. Buna ragmen reaksiyon
mekanizmasinda ve sonraki siireglerde kimyasal yolla baglanmis zayif karakterde
atiklar meydana gelir. Eger yiiksek derecede iiretim gerekli ise liretim performasi ya da

yerine koyma seviyesinde diger metodlar g6z oniine alinmalidir [84].
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Baglanma reaksiyonu muhtemelen gluteraldehit-lizin yolu iizerinden shift baz bilesimi
ile gerceklesir. Bununla birlikte hizli bir yeniden diizenleme gozlenir, baslica hidrolize
olmayan bir bag olusur. UV spektro gozlemlerinde kuarterner piridinyum yapismin
formiilii, 4 gluteraldehit molekiili/ 1 Lizin amino asidini kapsar. Konjugasyon
reaksiyonu aynt zamanda sodyum borohidrat varlifinda da gergeklesebilir.
Diizenlenmesi gerceklestirilmeden dnce, amit bagi ile schiff bazinin arasi kisalacaktir

[84].

1.5.2.3. Enzim-Bagimh immiino Ol¢iimler (ELISA)

EIA diye isimlendirilen yontemler, homojen ve heterojen olmak iizere iki cesittir.
Homojen tekniklerde, enzim bir hapten ile konjuge haldedir. Teknigin esasi, bu
konjugatin antikor ile reaksiyona girmesi halinde enzim aktivitesinin baslamasina
dayanir. Ancak bu teknigin diisiik molekiiler agirlikli maddeler kullanma
zorunlulugunun bulunmasi, pahali ve zahmetli olmas1 gibi dezavantajlar1 vardir. Bu

nedenlerden dolayi fazla sik kullanilmazlar [85].

Heterojen EIA'da bagli olan ve olmayan reaktifler birbirinden yikama iglemi ile fiziksel
olarak ayrilirlar. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), heterojen EIA'e
ornektir. ELISA'da bir enzimle konjuge edilmis antikor (veya antijen), substrati ile
reaksiyona girerek renkli bir {iriin olusturur. ELISA testleri antijeni veya antikoru (smnifa

0zglil antikor da olabilir) 6lgmek icin kullanilabilir [85].

ELISA karmasik bir teknik olmamasina ragmen bu teknikte bircok degisken kontrol
edilmelidir. Kat1 faz, yikama islemleri, kullanilan enzim ve substratlarin se¢imi ve
etkinligi, reaksiyonlarin sonlandirilma zamani, kontrol edilmesi gereken degiskenlerdir.
Kat1 faz olarak ¢ogunlukla mikrotitrasyon plaklar1 seklinde plastik kullanilmaktadir.
Polistren mikrotitrasyon ¢ukurcuklarindan bagka, plastik boncuklar, ferr6z boncuklar ve

nitroselliilloz membran da solid materyal olarak kullanilabilir [85].

ELISA'da kullamlan enzimler kinetikleri ve konjuge edilme dereceleri agisindan iyi
tanimlanmis enzimlerdir. Bunlar peroksidaz, alkalen fosfataz, [-galaktozidaz gibi
substratlar1 renkli iiriinlere gevirebilme yeteneginde olan enzimlerdir. Bu renkli iirtinler

standart spektrofotometrede okutulabilir. B-galaktozidaz kullanilmigsa florimetrede
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okunmalidir. Substratlar genellikle alkalen fosfataz i¢in nitrofenil fosfat, peroksidaz i¢in

ortofenilendiamindir [85].

1.5.2.4. ELISA Metodunun Cesitleri ve Prensipleri

Genel olarak 6 farklh ELISA protokoliinden bahsedilebilir [84]. Yarismaci olan
(kompetatif) ve direkt ELISA testleri vardir. Yarigmaci ELISA genellikle antijen
varligimi gostermek i¢in kullanilir. Aranan antijene 0zgiil antikor kat1 faza baglanmistir.
Enzimle isaretli antijen ve test edilecek antijen (klinik 6rnek) kat1 fazdaki antikora ayni
zamanda eklenir ve her iki antijenin de antikordaki baglanma bolgeleri i¢in yarigmasi
amactyla inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra yikanarak baglanmamis antijenler
uzaklastirilir ve enzim substrati konarak inkiibe edilir. Baglanmig enzim substratla
reaksiyona girerek renk olusturur, spektrofotometrede absorbans okunur. Substratin
hidroliz miktari, Ornekteki antijen miktar1 ile ters orantihidir. Yani sonugta renk
degisikligi olmazsa bu klinik &rnekte antijen varh@mi gosterir [86]. ELISA plaklar1
hazirlanirken, antijen aranacaksa antijene 0zgiil antikor veya antikor aranacaksa
antikora 6zgiil antijen kat1 faza baglanmalidir. Plaklarin kaplanma iglemi, 2 saat 37°C'de
ya da bir gece oda isisinda veya +4°C'de bekletildikten sonra yikama yapilarak
gerceklestirilir. Inkiibasyonlar ise 1-2 saat 37°C'de yapalir [86].

Antijen saptama i¢in kullanilan yakalama testinde kat1 faza poliklonal veya monoklonal
antikor baglanir. Enzimle isaretli antikor da poli veya monoklonal olabilir. Monoklonal
antikorlarin sadece bir epitopa baglandig1 diisiiniiliirse, poliklonal antikorlar antijenin

farkli formlarini saptamada daha giivenilir antikorlardir [86].

1.5.3. Biyoaktif Peptitlerin Analizlerinde Kullanilan Diger Yontemler

Beta-kazomorfin-7 ve B-kazomorfin-5’in tayininde, siitlin in vitro enzimatik sindirim
sonucu agiga c¢ikan peptitleri gostermek amaciyla spektral karsilastirma, second order
derivative spectroscopy ve HPLC yontemleri kullanilmistir [87]. Bir calismada, f-
kazomorfin-7’nin bagirsak goblet hiicreleri dogrudan aktive edebilir hipotezini,
kantitatif ve semikantitatif RT-PCR ve ELISA yontemi ile sigan bagirsak miisin iireten
hiicreleri in vitro arastirilmistir. Sonug olarak, BKM-7 bagirsak goblet hiicreleri opioid

reseptorleri iizerindeki etkisi miisin {iretimini 6nemli Sl¢lide arttirdig1 ortaya ¢ikmistir.
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Bundan 6nce, opioid peptitlerin tayini i¢in opioid reseptorlerine baglanma caligmalari,

izole organ preparatlar1 veya immunoreaktif materyaller kullanilmaktaydi [88].

Yogurt ve peynirde de bu konuda caligmalar yapilmistir. Juan-Garcia ve arkadaslari,
2009 yilinda siit iirlinlerinden beta-kazomorfinlerin tespiti i¢in nanoelektrosprey ile
birlikte ion-trap-mass spektrometresi metodunu gelistirerek, kazomorfinlerin siit ve siit

iirinlerinden direkt 6l¢limil saglamaya calismislardir [89].

Wang (2011) cam mikroakigkan yonga elektroforezi ve lazer kaynakl floresan algilama

calismustir [62]. Idrardan BKM-7 tayini i¢in gelistirilen ve satisa sunulan bir ELISA kiti
bulunmaktadir (Biosystems, K7010 Casomorphin (96 test), Germany).

Tez calismamizda, marketlerden alinan gesitli beyaz peynirlerin peynir alt1 sularinda -
kazomorfin-7 miktar tayini RP-HPLC ve indirek ELISA 6l¢iim metotlar1 kullanilarak
yapilmstir.



2. BOLUM

GEREC VE YONTEM

2.1. Peynir Alt1 Suyu Ornekleri

Bu ¢aligmanimn yapilabilmesi igin Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu’na bagvurulmustur ve 08.06.2011 tarihinde izin alinmistir (Karar No: 11/73).

Caliymamiz, marketlerde satilmakta olan 9 ¢esit beyaz peynirin peynir alt1 suyu (A, B,

C, D, E, F, G, H, I markalar1) 6rnek alinarak yapilmaistir.

Beyaz peynir Ornekleri iiretimleri swrasinda mayalanma bakterilerinin proteolitik
aktivitesi sonucunda, siit B-kazein peptitlerinden peynir B-kazomorfin peptitleri ortaya
cikmaktadir. Bu p-kazomorfin peptitlerini peynir altisuyundan analiz etmek
miimkiindiir. Yeterli proteolitik seviyeye ulasan her markanin peynir alt1 suyu sargi
bezinden siiziilerek alind1. Ornek analizi i¢in ELISA standart grafigini elde etmek iizere,
standart BKM-7 peptidi BSA ile konjuge edildi. Son olarak standartlar ve ornekler
plakalara kaplanarak, uygun ELISA metodu ile niceleyici analizi, mikroplaka okuyucu
ile 405 nm de gergeklestirildi.

2.2. Peynir Sularmin Siiziilmesi

Marketten alman 9 farkh marka beyaz peynir &rnekleri ELISA protokoliiniin
uygulanacagi giinden 1 giin dncesine kadar 4°C de ambalajlar1 agilmadan saklanmustir.
Her markanm peynir alt1 suyu ambalajlar1 agilarak bir sargi bezinden uygun hacimlerde
beherlere siiziilerek i¢inde peynir tortusu olmayan peynir sulari elde edilmistir (Tablo

2.1).
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Tablo 2.1. Siiziilen peynir alt1 suyu miktarlar1

Ornek Peynir Stiziilen miktar
A 135 ml
B 90 ml
C 150 ml
D 30 ml
E 140 ml
F 310 ml
G 245 ml
H 425 ml
I 160 ml

2.3. BKM-7’nin BSA Konjugasyonu

BKM-7, ELISA plaka kuyucuklarin1 kaplamak igin ¢ok kiiciik bir peptitdir. Kuyucuk
yiizeyini kapladiktan sonra primer antikorun taniyabilecegi bolgede ylizeye gomiiliir ve
antikor peptidi baglayamaz. Bu sebepten dolay1 primer antikorun baglanacagi bolgenin
acikta kalabilmesi icin BKM-7 daha biiyiik bir peptit olan BSA ile konjuge edilerek
plaka kuyucuklarma kaplanmasi saglanmistir. BKM-7 peptidi ile BSA’nin konjuge
edilmesi i¢in Briand ve arkadaglarmin (1984) gelistirdigi konjugasyon metodu modifiye

edilerek uygulanmustir.

1) Kaplama tamponu i¢inde standart BKM-7 peptidi 1:4, 1:10, 1:20, 1:30 molar

oranlar1 korunarak BSA ile ayni tiipte karistirildi.

2) Soliisyona % 2’lik gluteraldehit soliisyonu 0.75 (v/v) oraninda eklenerek,
konjugasyon baslatildi.

3) Karisim 90 dakika oda sicakliginda hafif ¢alkalanarak inkiibe edildi.

4) Inkiibasyon sonrasinda 0.1 hacim 0.1 M NaBH, konjugata eklenerek, 30 dk

inkiibe edildi ve reaksiyon durduruldu.
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5) Elde edilen konjugatin tamami 5000 rcf, 10°C, 40 dk santrifiij edildi ve fazla
glutaraldehit ortamdan uzaklastirildi.

6) Konsantrasyon olarak eklenen BKM-7 miktar: ml™” olarak alindu.

2.4. ELISA Protokollerinde Kullanilan Materyal ve Cihazlar

Antikorlar: Poliklonal B-kazomorfin-biotin (1:150-1:1000 diliisyon araliginda), inek
anti-B-kazomorfin (1:250-1:3000 diliisyon araliginda), HRP-Goat Anti-Rabbit IgG
(Proteintech Group) (1:500-1:3000 diliisyon araliginda) antikorlar1 ve enzimatik isaret
(1:150-1:1000) diliisyon araliginda) kullanilmistir.

Kullanilan Peynir Alti1 Sulari: 0.05-0.5 diliisyon araliginda 9 ¢esit beyaz peynirin

peynir alt1 suyu 6rneklendirilmistir.

Standart: BSA ile konjuge ineck BKM-7’si B-kazomorfin-7 (THERMO) (1:4, 1:10,
1:20, 1:30 molar konjugasyon orant) 187.5 ng/ml-50 pg/ml araliginda ¢alisilmistir.

Materyal: Nunc-Maxisorp 96 well-plate, Ebioscience ELISA kaplama tamponu,
Ebioscience ELISA yikama tamponu, Ebioscience ELISA diliisyon soliisyonu, metot
kromojenik soliisyonu ve Euroimmun HRP substrate (E1203001AH) metotlarin

tasariminda kullanilmistir.

Cihazlar: HPLC metot analizleri i¢gin UV-Vis HPLC (Shimadzu, SCL-10AVP)
kullanilmistir.  Plaka inkiibasyonlarimda 96 plaka karistiricih  vorteks (Velp
Scientification) kullanilmistir. 96 plaka okumalar1 i¢in Biotek pQuant MQX200
mikroplaka okuyucular1 kullanilmigtir. HPLC kolonu olarak Ters-faz C18 (Sum, 25x1.0

mm) kolonu kullanilmistir.

2.5. ELISA Optimizasyon Protokolleri:

Optimizasyon calismalar1 sirasinda kullanilan biitin ELISA protokollerini 4 baslk
altinda toplandi.
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2.5.1. ELISA Optimizasyon Metodu I
Protokol:

1. 100 pl, 1x kaplama tamponu ile hazirlanmig BSA ile konjuge BKM-7 peptit
diliisyonlar1 ve 0.05-0.5 diliisyon araliginda farkli peynir alt1 sulari, plaka
kuyucuklarina 4°C’de gece boyunca kaplandi.

2. 250 pl, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.

3. Yikamadan sonra kuyucuk bagma 200 pl 1x bloklama soliisyonu (diliisyon

tamponu) eklenerek 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
4. Inkiibasyon sonrasi, 250 pl, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.

5. Poliklonal primer antikor 1, 1:150-1:1000, diliisyonlar1 kuyucuk basma 100 pl
olarak eklendi ve 1,5 saat inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon sonrasi, 250 pl, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.

7. Enzimatik isaret, 1:150-1:1000 diliisyonlar1 kuyucuk basmma 100 pl olarak
eklendi ve 45 dk inkiibe edildi.

8. Inkiibasyon sonrasi, 250 pl, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.

9. Kuyucuk basina 100 pul ELISA substrat eklenerek 10-30 dakika arasinda 405 nm
dalga boyunda mikroplaka okuyucu da absorbanslar okundu.

Protokoliin sematize edilmis ¢izimi Sekil 2.1°de verilmistir.

Uygulama

Genis bir optimizasyon aralig1 taramak i¢i kullanilan Metot I’in en stabil optimizasyon

degerleri Tablo 2.2°de verilmistir.

Plaka diizeni ve kaplanmasi:

ELISA plakasi 12°lik ¢oklu mikropipet kullanilarak her diliisyon dublike ¢aligilacak
sekilde kuyucuk basma 100 pl ekleme yapildi ve plakanin iizeri yapigkanlt membran ile
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kapatilarak 4°C de 1 gece inkiibasyona birakildi. Bulunan optimizasyon degerlerinde

Metod I peynir alt1 sularma da uygulandi.

m Yikama

m F—

&Blokiama
Antifenle Primer Ab

kaplama &
Inkiibasyon

i Yikama
g
R

Substrat Enzimle konfuge
eklenmesi & Sekonder AL &
inkiibasyon Inkiibasyon

Sekil 2.1. ELISA protokolii semas1

Tablo 2.2. Metot I Optimizasyon Degerleri

Ornek miktari Diliisyon aralig1
Standart kaplamasi 1:30 molar konjugasyon 400-200 ng/ml
oraninda
Peynir 6rnekleri A, B, C, D ve digerleri 0.5-0.05
100 ul
BCM-7 primer antikoru 100 pl 1:250 — 1:150
Enzimatik isaret 100 pl 1:150
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2.5.2. ELISA Optimizasyon Metodu II
Protokol:

1. 100 pl, 1x kaplama tamponu ile hazirlanmig BSA ile konjuge BKM-7 peptit
diliisyonlar1 ve 9 c¢esit peynir alt1 suyu, 0.5-0.05 diliisyon araliginda plaka
kuyucuklarina 4°C’de gece boyunca kaplandi.

2. 250 pl, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.

3. Yikamadan sonra kuyucuk bagma 200 pl 1x bloklama soliisyonu (diliisyon

tamponu) eklenerek 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakild.
4. Inkiibasyon sonrasi, 250 pl, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.

5. Poliklonal primer antikor 2, 1:250-1:3000, diliisyonlar1 kuyucuk basma 100 pl
olarak eklendi ve 1.5 saat inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon sonrasi, 250 pl, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.

7. Enzimatik isaret, 1:500-1:3000 diliisyonlar1 kuyucuk basmma 100 pl olarak
eklendi ve 1.5 saat inkiibe edildi.

8. Inkiibasyon sonrasi, 250 pl, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.

9. Kuyucuk basmna 100 ul ELISA substrat eklenerek 10-30. dakikalar arasinda 405

nm de mikroplaka okuyucu da absorbanslar okundu.
Uygulama:

Genis bir optimizasyon araligi taramak i¢i kullanilan Metod II’nin en stabil

optimizasyon degerleri Tablo 2.3 de verilmistir.

Plaka diizeni ve kaplanmasi

ELISA Plakas1 12°lik ¢oklu mikropipet kullanilarak her diliisyon dublike ¢alisilacak
sekilde kuyucuk basina 100pul ekleme yapildi ve plakanin iizeri yapigkanli membran ile
kapatilarak 4°C de 1 gece inkiibasyona birakildi. Bulunan optimizasyon degerlerinde

Metod II, peynir alt1 sularina da uygulandi.



Tablo 2.3. Metot II optimizasyon degerleri

Ornek miktar1

Diliisyon aralig1

Standart kaplamast

1:30 molar konjugasyon

10-640 pg/ml

oraninda
Peynir 6rnekleri A B, C, D 0.5-0.05
100 pl
BCM-7 primer 100 pl 1:1000 — 1:750
antikoru
Enzimatik isaret 100 pl 1:2000

2.5.3. ELISA Optimizasyon Metodu ITI

Protokol:
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. 100 pl, 1x kaplama tamponu ile hazirlanmig BSA ile konjuge BKM-7 peptit
diliisyonlar1 ve C marka peynir alt1 suyu, 0.5-0.05 diliisyon araliginda plaka
kuyucuklarina 4°C’de gece boyunca kaplandi.

. 250 pl, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar yikandu.

. Yikamadan sonra kuyucuk basina 200 pl Ix bloklama soliisyonu (diliisyon

tamponu) eklenerek 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
. Inkiibasyon sonrasi, 250 pl, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.

. Poliklonal primer antikor 1, 1:250 diliisyonlar1 kuyucuk basina 100 pl olarak
eklendi ve 1 saat inkiibe edildi.

. Inkiibasyon sonrasi, 250 pl, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.

. Enzimatik isaret 1:250 diliisyonda, kuyucuk basma 100 pl olarak eklendi ve 1.5
saat inkiibe edildi.

. Inkiibasyon sonrasi, 250 pl, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.



49

9. Al1-D4, A7-D8 aras1 kuyucuklara kuyucuk basma 100 pl ELISA substrati
eklendi.

10.E3, E6, E7, E8 arast kuyucuklara kuyucuk basma 100 pl Euroimmun HRP
substrate (E1203001AH) eklendi ve 15 dk inkiibasyona birakild1.

11. 15 dk sonunda yalnizca E3, E6, E7, E8 arasi kuyucuklarda gozlenen mavi
renklenmeler, tekrar kuyucuklara 100 pl durdurma soliisyonu eklemesi ile sar1
renge doniistiiriildii. Hemen ardindan yalnizca E3, E6, E7, E8 aras1 kuyucuklar

450 nm de absorbanslar1 ol¢iildii.

12. Plaka okuyucudan hi¢ ¢ikarilmadan okuyucu dalga boyu 405 nm ye ayarlanir ve
son okumadan 5 dk sonra Al-D4, A7-D8 arasi kuyucuklar 20., 25., 30.

dakikalarinin 405 nm deki absorbanslar: alindi .

Plaka diizeni ve kaplanmasi

ELISA Plakasi 12 lik ¢oklu mikropipet kullanilarak her diliisyon dublike ¢alisilacak
sekilde kuyucuk basma 100 pl ekleme yapildi ve plakanin iizeri yapigkanlt membran ile
kapatilarak 4°C de 1 gece inkiibasyona birakildi. Bulunan optimizasyon degerlerinde
Metod III peynir alt1 sularma da uygulandi.
2.5.4. ELISA Optimizasyon Metodu IV

Protokol:

1. 100 pl poliklonal primer antikor 2, 1/250-1/1000 diliisyon araliginda plaka
kuyucuklarina 4°C’de gece boyunca kaplandi.

2. 250 pl, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar 5 kere yikandi.

3. Yikamadan sonra kuyucuk basmna 200 pl Ix bloklama soliisyonu eklenerek 1

saat oda sicakliginda inkiibasyona birakild.

4. Inkiibasyon sonrasi, 250 ul, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.
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5. BKM-7 peptit standart diliisyonlar1 1XELISA diliisyon soliisyonu ile 0.375-1000
ug/ml konsantrasyon araliginda hazirlanarak kuyucuk basma 100 pl olarak
eklendi ve 2 saat inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon sonrasi, 250 pl, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.

7. Poliklonal primer antikor 1, 1:500-1:1500 diliisyonlar1 kuyucuk basma 100 pl
olarak eklendi ve 30 dakika inkiibe edildi.

8. Inkiibasyon sonrasi, 250 pl, 1x yikama tamponu ile kuyucuklar 5 kere yikandi.

9. Enzimatik isaret, 1:250-1:1000 diliisyonlar1 kuyucuk basina 100 pl eklenerek, 30
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildu.

10. 1X wash buffer ile kuyucuk bagina 250 pl ile yikama yapilir.

11. Kuyucuk basma 100 pl aquablue ELISA substrat1 eklenerek 10-30. dakikalar

arasmda 405 nm de absorbanslar okundu.

Plaka diizeni ve kaplanmasi

ELISA Plakas1 12’lik ¢oklu mikropipet kullanilarak her diliisyon dublike ¢alisilacak
sekilde kuyucuk basina 100ul ekleme yapildi ve plakanin iizeri yapigkanli membran ile
kapatilarak 4°C de 1 gece inkiibasyona birakildi. Protokol immiin reaktivite vermedigi

icin, Metod IV peynir alt1 sularina uygulanmadi.

2.6.  Peynir Alt1 Sularinda RP-HPLC ile Peptit Miktar1 Tayini

Peynir alt1 suyu siiziintiisinden 1000 pL alinmistir. Etiketlenmis Amicon 30000
Moleculer Weight Cut-off (MWCO) ultra santrifiij tiiplerinde 500 pl peynir siiziintiisii
14000 g’ de, 4 °C’ de, 10 dk santrifiij edilmistir. 10 dk sonunda filtratlar ependorflara
toplanmistir. Ikinci seferde kalan peynir siiziintiisiinden amicon filtrelere eklenmis ve
14000 g’ de, 4 °C’ de, 10 dk santriflij yapilmistir. 10 dk sonunda filtratlar 6ncekilerin

iizerine eklenmistir. Filtrasyon sonrasi hacimler 6l¢tilmiistiir.
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Daha sonra peynir filtratlarmin HPLC yiiklemeleri yapilmistir. Bu fraksiyonlardan elde
edilen peptit pikleri ayrimini netlestirilmek {izere daha sonra 10000 MWCO filtrelerle
peynir sular1 filtre edilerek ayristirilmigtir. Bunun ig¢in her bir marka peynir alt
suyundan bir miktar almarak siiziilmiistiir. Bu siiziintiiden 4000 pL alinmistir. 5000 g’
de 4 °C’ de, 30 dk santriflij yapilmistir. Santrifiij sonrast hacimler dl¢lilmiis ve filtratlar
falkon tiiplere toplanmistir. Daha sonra filtratlarin HPLC yiiklemeleri yapilmigtir.



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. BKM-7’nin Peynir Alt1 Sularinda ELiSA ile Tayini

3.1.1. ELISA Metot I Sonuclar

Optimizasyonun ilk asamasinda, 1:10 molar oraninda konjuge edilmis BSA-peptit
konjuge standardi kullanilarak Primer antikor 1 ve enzimatik isaret optimizasyonu
yapilmigtir. Bunun i¢in 1/150 — 1/1000 primer antikor ve enzimatik isaret diliisyonlar1
kullanilmigtir (Sekil 3.1). Optimum primer antikor miktar1 olarak 1/250 diliisyon

miktar1 se¢ilmistir.

Ileri optimizasyonlarda, 1:30 molar oranda BSA- BKM-7 peptit konjugati, 6.25-100
ng/ml araliinda ve 0.05-0.5 diliisyonlarda, 4 cesit peynir alti1 suyu ile beraber plaka
kuyucuklarina 4°C’de gece boyunca kaplandi. 1/150 primer antikor ve 1/250 enzimatik
isaret diliisyonlarinda 25. dk absorbans okumalar1 alind1 (Sekil 3.2) ve BKM-7 standart
grafigi ¢izildi.

ELISA Metot I’e dayal standart grafigi, 6.25-100 ng/ml dogrusal arahginda (R*=0,991)
Sekil 3.3°de verilmistir. Bu metotla elde edilen standart BKM-7 grafikleri peynir alt1
suyu peptit miktari tayinlerinde kullamlmistir. ELISA testinin hassasiyeti 23 + 5.3

ng/ml olarak bulunmustu

Ornek kuyucuklarindan bu metotla peynir alt1 suyu &rnekleri i¢in de immiin aktivite
alinmigtir. Peynir alt1 suyu 6rneginin 0.05-0.5 oranlarinda diliisyonlar1 absorbans grafigi
Sekil 3.4’de verilmigstir. Peynir alt1 suyunda, diliisyonla beraber dogrusal artan immiin

reaktivite gdzlenmistir.
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Sekil 3.1. 1/150 — 1/1000 primer antikor 1 ve enzimatik isaret dillisyonlar1
kullanilarak, 0.375-12 pg/ml araliginda, BSA ile konjuge BKM-7 peptit
(1:10 molaroran) grafikleri.

Sekil 3.2. 1/150 ve 1/250 primer antikor 1 ve 1/250 enzimatik isaret
diliisyonlar1 kullanilarak, 1:30 molar oranda, 6.25-100 ng/ml araliginda
BSA-BKM-7 peptit konjugat1 ve 0.05-0.5 diliisyon araliginda 4 peynir alt1
suyu ile beraber plaka protokol sonu goriintiisii.

C marka 0rnegi icin bulunan absorbans degerleri standart grafigi denkleminde yerlerine
konularak, bu peynir alt1 suyu i¢in BKM-7 miktar1 403.1 ng/ml olarak bulunmustur.

Diger peynir alt1 sularinda BKM-7 varlig1 i¢in immiin aktivite alinmamaigtir
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Sekil 3.3. ELISA Metot I temelli standart grafigi (6.25-100 ng/ml BKM-7).
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Sekil 3.4. 0.05-0.5 oranlarinda C marka peynir alt1 suyu diliisyonlar1 absorbans
grafigi.
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3.1.2. ELISA Metot IT Sonuclan

BSA-BKM-7 konjugat diliisyonlari, 10-640 pg/ml araliginda ve 4 gesit peynir alt1 suyu,
0.05-0.5 diliisyon araliginda plaka kuyucuklarma 4°C’de gece boyunca kaplandi. 1/1000
primer antikor 2 ve 1/2000 sekonder antikor diliisyonlarinda 25. dk absorbans
okumalar1 alindr (Sekil 3.5) ve BKM-7 standart grafigi ¢izildi. ELISA Metot II’ye
dayali standart grafigi 40-640 pg/ml dogrusal araligmda (R*= 0,999) Sekil 3.6’da

verilmistir.

Sekil 3.5. 10-640 pg/ml araliginda, BKM-7 peptit diliisyonlar1 ve 0.05-0.5 diliisyon
araliginda, 4 ¢esit peynir alt1 suyu plaka protokol sonu goriintiisii.

Ornek kuyucuklarindan bu metotla higbir plakada immiin aktivite almamamistir. Bu
sebepten dolayi, Metot II’de kullanilan primer antikorun, orneklerdeki BKM-7’yi

tanimadigina karar verilmistir.



56

1.8
y = 0.002x + 0,009
16 R® = 0,999

1.4
1.2
1

0.8

Abs (405 nm)

0.6

0.4

0.2

0

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

BKM-7 (pg/ml)

Sekil 3.6. ELISA Metot II temelli 40-640 pg/ml BKM-7 standart grafigi.

3.1.3. ELISA Metot ITI Sonugclar

BSA-BKM-7 konjugat diliisyonlari, 1.25-1250 ng/ml araliginda ve C marka peynir alt1
suyu, 0.05-0.5 diliisyon araliginda plaka kuyucuklarina 4°C’de gece boyunca kaplandi.
1/250 primer antikor 1 ve 1/250 enzimatik isaret diliisyonlarinda 2 farkli HRP substrat1
icin 15. ve 25. dk absorbans okumalar1 alind1 (Sekil 3.7). Bu ¢aligmada Protokol 1
metodu uygulanmistir. Bu plaka diizeni hem antikorun BSA’ya karsi olabilecek olan
immiin aktivitesini test etmek hem de iki farkli substratin konjugasyonda kullanilan
gluteraldehit ile 6zgiil olmayan oksidasyon reaksiyonu vererek, yanlis aktivite sonuglari
degerlendirilmesi i¢in yapilmistir. Protokollerde kullanilan primer antikorlarin
immiinizasyon i¢in tasiyict proteinlerinin “keyhole limpet hemocyanin (KHL)” olarak
verilmiglerdir. Buna ragmen, primer antikorlarin olast BSA immiin reaktivitesi i¢in
plaka 5-40 pg konsantrasyon araliginda BSA ile kaplanmistir. Bu sekilde antikorun
BSA’ya karst olan ilgisine bakilmigtir. Bu swrada hi¢cbir immiin reaktivite

gozlenmemistir.

Gluteraldehit homobifonksiyonel krosslink yapici1 bir ¢apraz baglayici oldugu igin HRP
substratlar1 ile reaksiyona girerek yanlis pozitiflik verdigi belirtilmektedir [66]. Bunu
asmak icin konjugasyon sonrasi fazla gluteraldehiti ortamdan uzaklagtirmak i¢in diyaliz
gibi yontemler uygulanmaktadir [103]. Calismamizda bu sorunun eliminasyonu igin

oncelikle konjugasyon sonrasi filtreleme ile fazla glutatyon ortamdan uzaklagtirilmigtir
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ve iki farkli HRP substrati kullanilarak, protokol substratinin gluteraldehitle
oksidasyona girmedigi gosterilmistir. A1,2’den D 3,4’e kadar olan kuyucuklar protokol
ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) igeren substrat ile
sonlandirildiginda immiin aktiviteye bagli orantili bir absorbans artig1 gézlenmistir.
Bununla beraber, ¢ogu ELISA kit igeriginde bulunan TMB (3,3'5,5'-
tetramethybenzidine) iceren kromojenik substrat kullanildiginda 6zgiil olmayan
oksidasyona bagli yiiksek absorbans gozlenmis ve diliisyonlar arasinda absorbansa bagli
dogrusallik yakalanamamistir. Bu ¢alisma ile protokollerde kullanilan kromojenik HRP-
substratinin gluteraldehit ile 6zgiil olmayan reaksiyon vermedigi gdsterilmistir. Calisma
her iki substrat i¢in ayni1 konsantrasyonlarinda plakaya kaplanan standart ve peynir alt1

suyu diliisyonlarina uygulanmastir.

Sekil 3.7. 1.25-1250 ng/ml standart araliginda, BKM-7 peptit
diliisyonlar1 ve 0.05-0.5 diliisyon araliginda C marka peynir alt1
suyunun 2 farkli substrat ile protokol sonu goriintiisii.

3.1.4. ELISA Metot IV Sonuclar

Poliklonal primer antikor 2, 1/250-1/1000 diliisyon araliginda plaka kuyucuklarina
4°C’de gece boyunca kaplandi. BKM-7 peptit standart diliisyonlar1 1xELISA diliisyon
soliisyonu ile hazirlanarak 0.375-1000 ug/ml konsantrasyon araliginda inkiibe edildi.
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1:500-1:1500 Poliklonal primer antikor 1 ve 1:250-1:1000 enzimatik isaret i¢in 405 nm
de 10-30. dakikalar arasmnda okumalar1 alindi. Bu metotla plakada Ornek
kuyucuklarindan hicbir aktivite almamamustir. Bu sebepten dolayi, Metot IV
tasarrmmin, bu sistem igin uygun bir ELISA metot tasarimi olmadigmna karar

verilmistir.

3.2. Peynir Alt1 Suyu BKM-7 Peptitlerinin RP-HPLC ile Miktar Tayini

3.2.1. BKM-7 Peptit Standartlarindan Elde Edilen HPLC Kromatogram Sonuglar

B-kazomorfin-7 aminoasit sekansina sahip olan standartlarin (Thermo marka, % 90
saflikta) alikonma zamanlarini tayin etmek i¢in ters-faz HPLC kullanilmistir. HPLC
caligmalarinda, BKM-7’nin 220 nm dalga boyunda maksimum absorbans verdigi
belirlendikten sonra yontemin standart ¢ozeltileri icin uygulanma kosullar1 optimize
edilmistir. Alet yikama soliisyonu olarak kullanilan Metil alkol ile cihaz yikanip B-
kazomorfin-7 standartlar1 i¢cin swrasityla 0.008-1.25 mM konsantrasyonlar1 arasinda
yiiklemeler yapilmistir. Her yiikleme 45 dk’lik metotla ayrigtirilmistir. Her bir
konsantrasyon i¢in iki kez yiikleme yapilmistir. Kromatogramlarin sonucu Sekil
3.8’deki gibidir.

Yontemin dogrusal oldugu 0.008-1.25 mM derigim araliginda bir seri standart BKM-7
cozeltisinin derisimine karsi HPLC’de elde edilen piklerin alan degerleri grafige
gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Kalibrasyon egrisinin regresyon
analizinden, regresyon dogrusunun denklemi y =8,1155x-0,0064 (y: pik alani, x:
konsantrasyon) ve korelasyon katsayisi (R?) 0.9999 olarak bulunmustur (Sekil 3.9).

3.2.2. Peynir Alt1 Suyu BKM-7 RP-HPLC Peptit Kromatogrami Sonuclari

Peynir Orneklerinden kolona 25 pl enjekte edilmis ve her yliklemeden sonra 45 dk
beklemistir. 220 nm’de pikler tanimlanmistir. Pik tanimlanmasi standart BKM-7’ nin
gelis zamani ve spektruma bakilarak yapilmistir. Herbir konsantrasyon i¢in iki kez

yiikleme yapilmistir. Sisteme yapilan yiiklemeler:

1) 950 ul 30000 MWCO ile filtre edilmis A marka peynir filtratindan 25 pL



2) 800 ul 30000 MWCO ile filtre edilmis B marka peynir filtratindan 25 pL
3) Filtre edilmemis C marka peynirden 25 pL
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Sekil 3.8. 0.008—-1.25 mM BKM-7 standart RP-HPLC pikleri kromatogramlari.
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Sekil 3.9. 0.008 — 1.25 mM BKM-7 standart peptitleri RP-HPLC

standart grafigi.
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Sekil 3.10 ve 3.11°de verilen HPLC kromatograminda, 5.-40. dk’ lar arasinda goriilen
pikler 30000 MWCO ile filtre edilen A marka peynir alt1 suyu peptit fraksiyonlarma
aittir. Kromatogramlarda 36.-38. dakikalar arasinda yogun BKM-7 piki goriilmiistiir. Bu
piklere karsilik gelen alanlar Class-VP {izerinden hesaplanmis ve sirasiyla 0.01 ve 0.013
olarak bulunmustur. Daha sonra BKM-7 standart ¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisinden
elde edilen regrasyon dogrusunun denklemi kullanilarak ve kullanilan filtrelerin geri
kazanim katsayilarima gore (30000 MWCO i¢in 0.9), bu alanlara karsilik gelen
konsantrasyonlar sirasiyla 11.2 ve 14.6 uM olarak hesaplanmistir. Ortalama peptit

konsantrasyonu 12.5 +2.35 uM ve karsilig1 10 ng/ml olarak bulunmustur.
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Sekil 3.10. 30000 MWCO ile filtre edilmis A marka peynirin 1. HPLC
kromatogrami ve 31.2 uM BKM-7 standart kromatogrami

Bu piklere karsilik gelen alanlar Class-VP lizerinden hesaplanmis ve sirasiyla 0.029 ve
0.034 olarak bulunmustur. Daha sonra BKM-7 standart ¢ozeltilerinin kalibrasyon
egrisinden elde edilen regrasyon dogrusunun denklemi kullanilarak ve kullanilan
filtrelerin geri kazanim katsayilarina gore (30000 MWCO i¢in 0.9), bu alanlara karsilik
gelen konsantrasyonlar sirasiyla 32.3 ve 37.9 uM olarak hesaplanmistir. Ortalama peptit

konsantrasyonu 35.1+3.93uM ve karsilig1 28.1 ng/ml olarak bulunmustur.

Sekil 3.14°de verilen HPLC kromatogrami, 5-40. dk’ lar arasinda goriilen pikler filtre
edilmemis C marka peynir alt1 suyu peptit fraksiyonlarina aittir. Kromatogramda 36-38.
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dakikalar1 arasmda yogun BKM-7 piki goriilmiistiir. Dublike kromatogramlarda piklere
karsilik gelen alanlar Class-VP {izerinden hesaplanmis ve sirasiyla 0.23 ve 0.27 olarak
bulunmustur. Daha sonra BKM-7 standart g¢ozeltilerinin kalibrasyon egrisinden elde
edilen regrasyon dogrusunun denklemi kullanilarak ve kullanilan filtrelerin geri
kazanim katsayilarma gore (30000 MWCO i¢in 0.9), bu alanlara karsilik gelen
konsantrasyonlar sirasiyla 419.74 ve 425.63 uM olarak hesaplanmistir. Ortalama peptit
konsantrasyonu 422.68 + 4.16 uM ve karsilig1 338.15 ng/ml olarak bulunmustur.
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Sekil 3.11. 30000 MWCO ile filtre edilmis A marka peynirin 2. HPLC
kromatogrami ve 31.2 uM BKM-7 standart kromatogrami

3.3. ELiSA ve HPLC sonuclarinin karsilastiriimasi

Ters-faz HPLC analitik metodu ile 3 farkli marka (A,B,C) peynir sularinda BKM-7
kromatogram pikleri goriilerek, peptit miktar1 tayini yapilmistrr. Ancak ELISA
metodunda ancak bu 3 markadan C marka peynir alt1 suyunda peptit miktar1 tayini
yapilabilmistir. C marka peynir alt1 suyu BKM-7 peptit miktarinin HPLC ile tespit
edilen miktar1 ile ELISA da tayin edilen miktar: yiiksek tutarhlik gdstermektedir. A ve
B marka peynir sularmda BKM-7 miktar1 ELISA ile tayin edilememistir. ELISA
metodunun deteksiyon alt limiti 6.25 ng/ml olmakla beraber, A ve B marka peynir

sularmda 6l¢limiin alinamamasinin sebebinin, peynir sularinda peptidin az miktarlarda
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bulunmasi sebebiyle kaplama sirasinda peptidin yiizeye yeterli miktarda tutunamadigi
varsayilmaktadir. Bu karsilagtirmada, HPLC metodunun diisiik konsantrasyonlarda daha
iyi sonu¢ verdigi, ELISA’nin da yiiksek konsantrasyonlarda HPLC’ye gore daha iyi
sonug¢ verdigi on goriilmiistiir. Diger peynir alt1 sularinda BKM-7 varlig1 i¢in immiin

aktivite ve HPLC piki alinmamugtir.
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Sekil 3.12. 30000 MWCO ile filtre edilmis B marka peynirin 1. HPLC
kromatogrami ve 31.2 uM BKM-7 standart kromatogrami

Time: O Mirutes - Amplitude: 6,632 mal

400 Detectar A -1 (220nm) 400
— 13102011 BCM-7 31,2mM std
13102011 BCH-7 #1.2mH std0ot
350 350
300 300
250 250
200 200
7
H
150 150
100 100
50 50
. i i b
D | L
50 50
. : . r r ' ' r r r ' ' ' ' r ' r
0.0 25 50 5 10.0 125 15.0 175 0.0 2.5 0 s 00 azs 30 376 w00 a8 4.0

Minutes

Sekil 3.13. 30000 MWCO ile filtre edilmis B marka peynirin 2. HPLC
kromatogrami ve 31.2 uM BKM-7 standart kromatogrami
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Sekil 3.14. Filtre edilmemis C marka peynir alt1 suyu HPLC kromatogrami

Tablo 3.1. Peynir alt1 sularnda BKM-7 miktarlar1

1200

1000

200

Laui)

400

HPLC HPLC ELISA

(nM) (ng/ml) (ng/ml)
Peynir alti suyu A 12,5 £2.35 10 ¥
Peynir alti suyu B 35,1 +£3,93 28,1 ¥
Peynir alti suyu C 422,68 + 4,16 338,15 403,1

Peynir alti suyu D

Peynir alti1 suyu E

Peynir alt1 suyu F

Peynir alt1 suyu G

Peynir alti suyu H

Peynir alt1 suyu I

*36z konusu kuyucuklarda kér degerlerine yakin absorbanslar alindig1 i¢in hesaplama

yapilmamustir.
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4. BOLUM

TARTISMA, SONUC ve ONERILER

4.1. Tartisma

Sakimcalt beslenme kavrami tamamlanmamis genetik potansiyelin birincil faktori
olarak kabul edilmektedir. Tiiketicilerde zihinsel ve fiziksel performansi azaltir ve
hastalik yatkinlig1 artmistir. Etkili diyet miidahale ve stratejileri ararken, gidanmn yeni
bir sinifi “fonksiyonel gida” hizla gelisti ve bu probiyotik, prebiyotik, nutraceutical gibi
birgok yeni terimleri ortaya ¢ikarmustir. Belirli saghk faydalar1 aktarmak iizere 6zel
maddeler ile giiclendirilmis gidalar1 tanimlamak icin, sanayi tarafindan 1980'lerde

Japonya kokenli terim "fonksiyonel gida" terimi kullanilmistir [90].

O donem fonksiyonel gida i¢in birgok olast tanimlar1 vardir; ancak, fonksiyonel gida
genellikle temel beslenme saglanmasi oOtesinde saglik tesvik gida olarak
tanimlanmaktadir. Fonksiyonel gidalar, dogal gidalardan meydana gelen ve sadece
icerigi zenginlestirilmis olabilir diye belirtmistir. Benzer olarak, pozitif bir sekilde viicut
islevlerinin sinirli sayida etkileyen bir yiyecek bileseni iceriyorsa, bir fonksiyonel gida
oldugunu belirtildi. Ancak, Pariza (1999) son zamanlarda fonksiyonel gida i¢in yeni bir
tanim &nermistir: Uretilen gida. O da "imal" siirecinde bir genetik miihendislik, yan1 sira
geleneksel gida isleme uygulamalar1 yoluyla degismesi olarak, insan miidahalesi bir
iriinii ifade ettigini agikladi. Bu da "imal" siirecinde bir genetik miihendisligin yani sira
geleneksel gida isleme uygulamalar1 yoluyla degismesiyle insan miidahalesi bir iiriini

ifade etmektedir [90].
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Fonksiyonel gidalarin ilk nesli kalsiyum, karoten ve antioksidan benzeri bilesenlerin
gida igerigi takviyesidir. Daha yakim yillarda bagirsak mikrobiyal kompozisyon ve
aktivitesini iyilestirmek iizere beslenme desteginin gelistirilmesine yonelik besin
takviyeleri yapilmistir. Buna ek olarak, olas1 anti-kanserojen aktivitesi veya diger 6zgiil
fizyolojik etkileri aktarabilecek yeni bilesenler ve genetik maniipiilasyonlar ile

iiretilebilinecek fonksiyonel gidalar arastirilmistir [90].

Insan siitiiniin ekosistemde en degerli dogal besin oldugunu ifade etmek abart1 degildir.
Bu sebepten, ekonomik kaygilarla ciftlik hayvanlarmin ekonomik Onem tasiyan
vasiflarint 6n plana ¢ikarmak i¢in genetik iyilestirmeyi amacglayan islah caligmalar1
uygulanmaktadir. Bu asrin baslarinda akademik olarak calisilmaya baslanan siit protein
tipleri damizlik se¢iminde 6lgiit olarak alinmaya ve genetik populasyonlarin islahinda
kullanilmaya baslanmistir [91]. Fakat bu islah ¢aligmalar1 ve gen modifikasyonlari

normalde siitlerde bulunmayan zararl proteinlerin a¢iga ¢ikmasina sebep olmustur [92].

Diinyada suan Al ve A2 tip siit olarak nitelendirilen siitler arasinda 6nemli farklar
bulunmaktadir. Bu fark, Al siitii geni oynanmis ineklerden elde edilen (daha ¢ok siit
elde etmek amacli olan Ozellikle Hollanda inekleri-Holstein, Jersey gibi) siitii
belirtmekte, A2 ise mutasyona ugramamis olan ineklerden elde edilen siitii
simgelemektedir. Tiirkiye, Kuzey Anadolu yerli irklar1 bu farklilasmaya ugramis geni

ve buna bagli olarak proteini tastmamaktadir. Yani saglikli siit saglamaktadirlar [93].

Siitten peynir fermentasyonu ile olgunlagsmasi sirasinda (mikrobiyal enzimlerle
fermentasyon) ve proteolizle ¢esitli biyoaktif peptitleri ortaya ¢ikarmaktadir [42, 48].
Aciga c¢ikan biyoaktif peptitlerin analizleri gesitli analitik yontemlerle son zamanlarda
tespit edilmistir [43, 46, 81, 94]. Biyoaktif peptitlerin insan saghiginda ve
beslenmesindeki 6nemi siirekli vurgulanmistir [33]. Picariello ve ark. (2010) GIS
tarafindan iiretilen kazein ve whey biyoaktif peptitlerinin fizyolojik onemlerini ve siit

allerjisi sebebi oldugunu belirtmiglerdir [95].

Kazeinler insanda gastrointestinal sistem iizerinden degrade edilerek parcalanmaktadir.
Bu sindirim kosullar1 in vitro sartlarda cesitli proteolitik enzimlerin aktivitesi ile
arastirmacilar tarafindan saglanmistir. Edmund ve ark. (1998) yaptiklar1 ¢aligmada iyi

tanimlanmis Lactococcus lactis mutantlarini kullanarak saflastirilmis ve B-kazeinin
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kullanimin1  arastirmiglardir.  Ekstraseliiler proteazin olusturdugu peptitleri  sivi
kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC/MS) ile tanimlamislardir. Bes aminoasit
rezidiisiinden daha kiigiik peptitler proteinazin genis 6zgiilliigiine ragmen in vivo’ da

sekillenmemistir [96].

Beta-kazomorfin-7 tayininde, siitiin in vitro enzimatik sindirim sonucu aciga ¢ikan
peptitleri gostermek amaciyla spektral karsilastrma, second order derivative
spectroscopy ve HPLC yontemleri kullanilmistir [87]. Bir ¢alismada, beta-kazomorfin-
7’nin bagirsak goblet hiicreleri dogrudan aktive edebilir hipotezini, kantitatif ve
semikantitatif RT-PCR ve ELISA yontemi ile sigan bagirsak miisin iireten hiicreleri in
vitro arastirilmistir. Sonug olarak, BKM-7 bagirsak goblet hiicreleri opioid reseptorleri
iizerindeki etkisi miisin iiretimini 6nemli Olc¢lide arttirdigi ortaya ¢ikmistir. Bundan
once, opioid peptitlerin tayini i¢in opioid reseptdrlerine baglanma calismalari, izole

organ preparatlar1 veya immunoreaktif materyaller kullanilmaktaydi [88].

Yogurt ve peynirde de bu konuda ¢aligmalar yapilmaktadir. Juan-Garcia ve arkadaslari,
2009 yilinda siit iirlinlerinden beta-kazomorfinlerin tespiti i¢in nanoelektrosprey ile
birlikte ion-trap-mass spektrometresi metodunu gelistirerek, kazomorfinlerin siit ve siit

iirinlerinden direkt 6l¢limil saglamaya calismislardir [89].

B-kazeinler bagirsakta, dipeptidil dipeptidaz-4’iin (DP-4) etkisiyle intestinal zarin
mukozal bolgesinde p-kazomorfinlere ayrisarak emilmektedirler. Daha biiyiik
peptitlerden X-Pro (N-terminal) dipeptitlerini kesmek DP-4’tin gorevidir. f-
kazomorfinler, Tyr-Pro grubunun enzimatik sindirimi ile serbest birakilir. Bu yiizden -
kazomorfin peptitleri opioid reseptdrlere varmadan ve muhtemelen intestinal zardan

gecerken zarar vermektedirler [10].

Zong ve ark.(2007) sicanlarin Mide ve somatostatin mukozasinda gastrin mesajct RNA
diizenlenmesi iizerinde B-kazomorfin-7 in vivo etkisini arastirdi. In situ hibridizasyon
calismalarinda elde edilen veriler, 4-kazomorfin -7 somatostatin parakrin hareket ve i¢
molekiiler islevler vasitasiyla dolayli olarak gastrin gen ekspresyonu etkiledigini
gostermektedir. Ayrica, normal mide islevinde diizenleyici peptidleri ve
ndrotransmitterlerin gastrin mRNA ve somatostatin mRNA ile iligkilidir. Caligmalar

endojen opioid peptidlerin gastrik asit sekresyonunun stimiilasyonu katki yaptigimni



67

gostermistir. Somatostatin postprandiyal serbest in vivo ve in vitro olarak endojen
opioid peptidler tarafindan diizenlenmis oldugunu kanitlayan baska ¢alismalar vardir

[97].

Macaud ve ark. (1999) yaptiklar1 ¢alismada mide proteinazi ile miidaheleden sonra
besin proteini olan kazeinden izole edilebilen yeni kazomorfin-benzeri peptiti
gostermislerdir. Standart olarak sentetik standartlar1 kullanmuslardir. Inek siitii kazein
peptit hidrolizatindan kazomorfin ve kazomorfin-benzeri peptitin tespiti i¢in hizli bir
metot uygulamislardir. f-kazomorfin 1-3 ve 090-94 kazomorfin-benzeri peptit ters-faz
HPLC ile tespit etmislerdir. Bu teknigin kompleks hidrolizatlardan aromatik
aminoasitleri iceren biyoaktif peptitlerin tanimlanmas1 ve saflastirilmasini

basitlestirdigini gostermislerdir [89].

Jarmolowska ve ark. (2007) yeni dogmus bebekler i¢in iiretilen ticari bir bebek mamasi
agonistik dort opioid peptide karsi test edilmis ve P-kazomorfinlerin olustugu
gozlenmistir. Bu calismada izole tavsan bagirsagi motor aktivite iizerindeki etkileri
incelenerek HPLC de belirlendi. Sonug olarak, bu formiillerin opioid aktivite ¢esitliligi

ek bir gostergesi olabilecegi One siirlilmiistiir [69].

Jarmolowska ve ark. (1999), opioid aktiviteyi ticari Brie, Kaszkawal, Kamp ve Tilsit
peynirleri kullanarak test etmislerdir. Bu peynirlerin peptid ozlerinin, izole tavsan
bagirsagim da artan kasilmalara sebep olduguve yogun opioid aktivitesini
goriintiilenmistir. Opioid aktivitesini izole tavsan bagirsak motor aktivitesi lizerinde
morfin ve peynir 6ziine karsi eylemleri karsilastirilarak tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglarda, yazarlar hem morfin hem de peyniri peptit 6ziinlin opioid reseptorleri ile

etkilesimi ve bagirsak kasilmalari ile genliginin arttigini gdstermislerdir [98].

Sindirim ve bakteriyel enzimleri ile hidrolize edildikten sonra siitte olusan opioid
peptidlerin diger siit {iriinlerinde de olusabilecegi diisiiniilmektedir. Ekstra keskin
Cheddar, isvigre, Blue, Brie ve Limburger peynirlerinin analizleri Muehlenkamp ve
Warthesen (1995) tarafindan sunulmustur. Bu yazarlar tarafindan ¢alismalarda, BKM-7
peynirlerde saptanamamistir. Fakat nihai sonug¢ olarak yazarlar, daha hassas algilama
yontemleri ile peynirde muhtemel BKM-7 varliginin gosterilebilecegi 6n gormiislerdir

[10].
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Senocq ve ark. (2002) yilinda Comte peynirinin c¢esitli starter kiiltlirleri ile
olgunlastirma siireci sirasinda, P-kazeinin ile sindirimi ile agiga c¢ikan peptit
fragmantlarini indirek ELISA metodu ile arastirnuslardir ve farkli fragmantlar1 % igerik

olarak sunmuslardir [94].

Sienkiewicz-Szlapka ve ark. (2009), Brie, Rokpol, Edamski, Gouda ve Kasztelan ¢esitli
peynir ekstraktlarmda BKM-5 ve BKM-7 miktar tayinini yarigmali ELISA testi ile
gerceklestirmiglerdir. Peynir ekstraktlarindan saflastirdiklart BKM-7nin  miktarini
peynir gesitlerine gore Brie i¢in 648 + 79, Rokpol i¢in 166 + 20, Edamski i¢in 100 £ 12,
Gouda igin 6 + 1 ve Kasztelan igin 4 + 0.3 pug.100 g (w/w) olarak bulmuslardir. ELISA
testi hassasiyetini, BKM-7 i¢in 13 + 2 pg/ml olarak vermislerdir [81].

De Noni ve ark. (2010)cesitli peynir ekstraktlarindan elde ettikleri suda ¢ozilinebilir
peptit ekstraktlarmin HPLC-MS/MS analizleri ile BKM-7 miktarlarin1 Brie’de 0.15 +
0.02, Fontina’da 0.04 £+ 0.01, Gouda’da 0.1 + 0.02, Gorgonzola’da 0.01 ve Cheddar’da
0.11 +0.02 mg.kg" (w/w) olarak bulmuslardir [43].

Calismamizda gelistirilen ELISA testi, yukarida verilen ¢alisamlara gore ekstraksiyona
gerek kalmaksizin direk rennetlerden yani ornegin kendinden caligilmasi sebebiyle
avantajli konumdadir. Testimizin dogrusallik araligi 6.25-100 ng/ml, R*=0,991 ve

hassasiyeti 23 + 5.3 ng/ml olarak bulunmustur.

McLachian’m 2001 yilinda yaptigi calismaya gore giinlik 2-4 mg Iskemik kalp
hastaliklarina ve diger pB-kazein Al tiiketimine bagli hastaliklarin risk faktorlerinde
onemli bir artis gozlenmektedir. 0.5 - 1.5 mg B-kazein Al tiikketen toplumlarda risk

faktorlerinde onemli artig gozlenmemistir [27, 28].

Woodford’a (2009) gore teorik olarak bir bardak siitte 2-3 gr Al beta-casein
bulunmaktadir ve GIS sindirimi ile bu miktar kazeinden 66 to 100 mg BKM-7
salinmaktadir. Emilim orani kigiye gore degismekle beraber, bu miktarin pg diizeyinde
emilime tabii tutuldugu varsayilabilir. Bu sonuctan yola ¢ikarak, ¢alismada gelistirilen
ng hassasiyet diizeyine sahip olan ELISA testimizin, BKM-7 icin 6l¢iimii i¢in gegerli
olan LDsy miktarini tesbit etmede yeterli oldugu goriilmektedir [30].
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Kost ve ark. (2009), insan ve inek siitliyle beslenen infantlarin plasmalarindaki insan ve
inek BKM-7 miktarlarini, fizikomotor gelisim agisindan, HPLC ve ELISA ile tespit
etmislerdir. Sonug olarak, inek siitii ile beslenen ve serum BKM-7 miktarlar1 yiiksek
cikan infantalarin fizikomotor davranislarinin, anne siitii ile beslenenlere gore oldukca

geri kaldigin1 gostermislerdir [79].

4.2. Sonuc ve Oneriler

Insan saglhig iizerine siire gelen etkileri uzun yillardir arastirilan ve bu sayede siirekli
Oonemini koruyan B-kazomorfin-7 (BKM-7) nin siit ve siit iiriinlerindeki tayin ve miktar
tespiti zaman iginde siit kalitesi parametreleri 6l¢limleri arasina katilmistir [82]. BKM-
7’nin Al tip siit biyobelirteci olarak analitik yonden giinliik hayata uygulanabilirligi

kuvvetli ve 6zgiildiir.

Yurti¢i literatiirdeki ¢aligmalari incelendiginde simdiye kadar hi¢bir ¢aligmada siit ve
stit tiriinlerindeki BKM-7"nin miktar analizi verilmedigi goriilmektedir. Bu ¢aligma, bu
acidan Tiirkiye’deki piyasa peynirlerindeki olast BKM-7 ihtivasin1 gosteren yegane

calisma niteligindedir.

Yaptigimiz bu ¢aligma ile pek ¢ok hastaligin etmeni olan ve saglik agisindan her yonden
onem ihtiva eden biyoaktif bir peptit olan BKM-7’nin tayininde kullanilan mevcut
ELISA yontemlerinin aksine BKM-7 nin insan metabolizmasi ve ekstraksiyon
yontemleri dahil edilmeden peynirdeki BKM-7 varligi ve miktar tespiti miimkiin
kilmmistr. Buna bagl olarak Al tip siitiin tespitine olanak saglayan, Tiirkiye’ deki bu
konu ile ilgili taramay1 ve tayin metodunu gerceklestiren 6zel bir c¢alisma niteligi
tasimaktadir. Ulke icindeki farkli sitelerde calismalarimiz  referans olarak

gosterilmektedir. Referans linkleri:

http://www.ciftliginizden.com/neden-keci-sutu
http://www.biorezonanstedavisi.com/Linkler

http://www.biorezonanstedavisi.com/inek-sutu-ile-ilgili-gercekler

Siit ve siit trlinlerinde Al B-kazein ve opioid aktif peptitlerin s6z konusu edildigi
calismalar igin farkli patentler alinmistir. Bunlar, United States Patent: US

2003/0153549, Agustos 2003; International Patent Classification: A61K 38/17, Nisan


http://www.ciftliginizden.com/neden-keci-sutu
http://www.biorezonanstedavisi.com/Linkler
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2004; United States Patent: 6.808.938, Ekim, 2004; United States Patent: 6.821.514,
Kasim, 2004; United States Patent: US 2007/0031399, Subat 2007.

Gelistirdigimiz BKM-7 peptit miktar1 tayini metotlar1 icin ileri iyilestirme ile patent
basvurusu yapilmasi planlanmaktadir. Bu ¢alisma, s6z konusu alanda gergeklestirilen

inovatif ve ihtiyaca yonelik bir caligmadir.
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