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ABSTRACT

Dairy products take an important place in food industry all over the world, especially, cheese industry that has more than a
thousand product variety. Millk and rennin are the most important constituents of the cheese production. Rennin can be
obtained by different ways, however, animal based rennin is usually used in cheese industry. This kind of rennin is obtained
from stomach region of young calfs and lambs. Rennin consists of 75 % chymosin and 25 % pepsin enzyme. When rennin is
added to milk, casein particles,that are in milk, get an unstable situation. As a result k-casein divides into two parts. These
parts are named as calciumparacaseinate and caseinomacropeptide (CMP). This reaction is the basic of cheese production.
One of the important parameters in cheese industry is the determination of milk clotting activity of rennin. Because, knowing
that how much milk can be coagulated by how much rennin is a parameter that should be taken into account due to economic
reasons.

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

Keywords: Rennin activity, chymosin, casein, resin.

RENNIN AKTiVITESININ TAYINi iCiN YENI BiR YONTEM GELIiSTIiRILMESI
OZET

Diinya’da gida sektorii i¢erisinde siit ve siit {iriinleri onemli bir yer tutmaktadir. Bunlar igerisinde de, binden fazla ¢esidi ile
peynircilik sektorii 6n siralarda yer almaktadir. Peynir tiretiminin vazgegilmez yapi taglart siit ve peynir mayasidir (rennin).
Rennin farkli yollarla elde edilebilir. Ancak peynir endiistrisinde, ¢ogu zaman hayvansal kaynakli rennin kullanilmaktadir. Bu
tiir rennin, geng hayvanlarin (dana veya kuzu) mide bolgelerinden elde edilir. Renninin yaklasik % 75’ini kimozin % 25’ini
ise pepsin enzimi olusturmaktadir. Rennin siite ilave edildigi zaman, siit igerisinde bulunan kazein tanecikleri enzimatik
agidan kararsiz bir hal alir. Sonug olarak k-kazein iki boliime parcalanir. Bu pargalar, kalsiyumparakazeinat ve
kazeinomakropeptid (CMP) olarak adlandirilir. Gergeklesen bu reaksiyon peynir tiretiminin temelini olusturmaktadir.

Peynir endiistrisinin énemli parametrelerinden biri de peynir mayasi kuvvetinin (aktivitesinin) belirlenmesidir. Ciinkii, ne
kadar miktar mayanin ne kadar miktar siitii ¢oktiirebileceginin bilinmesi, ekonomik agidan géz ardi edilemeyecek bir
parametredir.

Halen kullanilan standart maya kuvveti tayin yonteminde, gorsellige dayali bazi zayif noktalar bulunmaktadir. Hata ihtimalini
artirabilecek olan bu zayifligin giderilebilmesi amaci ile cihaza dayali yeni bir yontem tizerinde ¢alistlmistir. Yeni yontemde,
siitiin rennin (kimozin) etkisi ile par¢alanmasi sonucu olusan kazeinomakropeptid molekiilii, Amberlite IRC86 zayif asidik
katyon degistirici regine tizerinde alikonulmustur ve sodyum kloriir ¢ozeltisi ile elusyon iglemi gergeklestirilmistir. Ardindan
Harding ve MacLean’s (ninhidrin) yontemi kullanilarak, pihtilasma sonrasi siit i¢erisinde bulunan primer amin azotu
miktarindaki artis incelenmistir. Bu artis ile pihtilagma siiresi arasinda gelistirilen bir formiil yardim ile, peynir mayasi
aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edilebilmistir. Gelistirilen yontem, klasik peynir mayasi aktivitesi tayin yontemi ile
karsilagtirilmig ve standart sapmalar arasinda anlamli fark olmadigi anlagilmgtir.

Anahtar Sozciikler: Peynir mayas1 aktivitesi, kimozin, kazein, regine.
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1. GIiRiS
1.1. Peynir Mayasi

Peynir yapiminda kullanilan maddeler; pihtilasma baslaticilar (starterler) ve dogal mayalar
(rennin) olmak iizere iki kisma ayrilir. Pihtilagma baslaticilar (starterler), mikrobiyal yolla elde
edilen pihtilastiricilardir. Dogal mayalar (rennin) ise, heniiz siit emmekte olan buzagilarin
midelerinin dordiincii kismindan (sirdenden) 6zel bir teknik ile elde edilmektedir. Sirden mayasi,
rennet veya rennin olarak isimlendirilmektedir. Ayrica, bitkisel ve mikrobiyal yolla elde edilen
rennet ¢esitleri de bulunmaktadir. Renninin % 75-95’1lik kismin1 kimozin enzimi olusturmaktadir.
Geri kalan %5-25’lik kismu1 ise pepsindir. Ancak kimozin pepsine gore daha yiiksek miktarda siitii
pihtilastirma aktivitesine sahiptir [1].

Rennin siite ilave edildigi zaman, siit igerisinde bulunan kazein tanecikleri enzimatik
acidan kararsiz bir yapiya biiriiniir ve k-kazein, kalsiyumparakazeinat seklinde ¢éker. Bu yap1 da
peynir {iretiminin temelini olugturmaktadir [2].

1.2. Maya Kuvvetinin Belirlenmesi

Peynir endiistrisinin 6nemli parametrelerinden biri de peynir mayas: aktivitesinin (kuvvetinin)
belirlenmesidir. Ciinkii, ne kadar miktar mayanin, ne kadar miktar siitii ¢oktiirebileceginin
bilinmesi ekonomik agidan g6z ardi edilemeyecek bir parametredir. Bir mayanin kuvveti, bir
birim (1 mL ya da 1 g) peynir mayasmm sabit sartlarda (35 °C’ de 40 dakikada)
pihtilastirabilecegi rekonstitiie siitlin hacmine (mL ya da g) orani ile ifade edilir ve birimsizdir
(g/g ya da mL/mL) (TSE, 1996). Maya siv1 ise tartim veya hacim olgiilerek kullanilabilir. Eger
maya kat1 ise yalnizca tartim almarak calisilir. Ornegin 1:1000 kuvvetinde bir maya ifadesi, o
mayanin 1 mL’sinin 1000 mL taze inek siitiinii 35 °C de 40 dakikada pihtilastirabilecegi
anlamina gelmektedir. Ayrica toz ve tablet mayalarda maya miktar1 agirlik 6lciisii ile ifade edilir
[3.4,5].

MK = (2400 x S)/ (Z x M) (1)

MK : Maya kuvveti

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

Z  :Pihtilagma siiresi (sn)

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

1.3. Mayalama islemi

Siite peynir mayast katildig1 zaman ger¢eklesen reaksiyon iki fazli sistem olarak ele alinmaktadir
[6,7]. Birinci fazda, enzim siit igerisinde bulunan, ¢oziinebilir kalsiyumkazeinat molekiillerinin
yiizeyindeki glikopeptid bandini kirar ve k-kazein ¢ok dayaniksiz olan fenilalanin (105) —
metionin (106) (Phe-Met) aminoasit bagindan koparak, kalsiyumparakazeinat ve kazeinopeptid
olarak adlandirilan iki kisma ayrilir [8]. Tkinci fazda ise siit igerisinde bulunan kalsiyum iyonlari
kalsiyumparakazeinat seklinde ¢cokmeye neden olur [6,9].

Birinci fazda gergeklesen islem, ¢okmeye etki eden onemli bir basamaktir. Bu nedenle
ilgili faz iizerinde pek c¢ok literatiir ¢alismasi yapilmistir. Bunlarin bazilarinda, siite enzim
katildiktan sonra %12’lik TCA (trikloroasetikasit) ekleyerek filtrata gecen azot miktar1 incelemis
ve pihtilasmada olusan birinci faz aydinlatilmaya c¢alisilmistir [10]. Bu islemler sirasinda azot
miktarinin belirlenebilmesi amaci ile mikro Kjeldahl yontemi kullanilmustir.

Yine literatiirde, %2’lik TCA ve %12’lik TCA’da bulunan NPN (None Protein
Nitrogen, Protein Yapisinda Olmayan Azot) iizerinde durulmus ve azot miktarinin, siitiin ¢ékmesi
sirasinda artt1g1, Technicon Otoanalizor cihazi verilerine dayanarak ispatlanmustir [11].
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Ayrica siitiin ¢okmesi sirasinda k—kazeinde gergeklesen hidroliz sonucunda peptid ve
glikopeptid yapilarinda meydana gelen degisim yine, TCA ¢dzeltisinde bulunabilecek miktarlarin
incelenmesi ile aydinlatilmaya ¢aligilmistir [12,13]. Bu ¢aligmada ise azot miktar1 Nessler
yontemi ile belirlenmistir [14]. Tlgili yontem yine Kjeldahl nesslerizasyon yéntemi olarak
literatiirde yer almaktadir.

1.4. Azot Miktarmin Belirlenmesi

Harding ve MacLean’s (ninhidrin) yontemine gére amin azotu igeren ( 0,01 — 0,08 mg/mL amin
azotu) ornege, %10’luk sulu piridin ve %2’lik sulu ninhidrin ilave edilir. Karisim 20 dk kaynar su
banyosunda bekletilir ve siire bitiminde derhal soguk su banyosuna alinarak distile su ile belirli
bir hacme tamamlanir. Ardindan spektrofotometrede 6l¢liim yapilarak 570 nm dalga boyundaki
absorbans degeri kayit edilir. Standart Ol¢li egrisi olusturabilmek amaci ile 16sin reaktifi
kullanilabilir [15].

2. DENEYSEL BOLUM
2.1. llgili Cozeltilerin ve Recinenin Hazirlanmasi

%10’1luk piridin ve % 2’lik sulu ninhidrin ¢6zeltisi hazirlandi. 12 g yagsiz siit tozu 100 mL 0,01
M kalsiyum kloriir ¢6zeltisine ilave edildi ve 30 dk manyetik karistiricida karistirildi. Ardindan
20 dk karanlik bir yerde bekletildi. Saf kimozin igeren mayanin % 0,5’lik ¢ozeltisi giinliik olarak
hazirlandi. Amberlite IRC86, zayif asidik katyon degistirici recine gerekli islemlerin ardindan
¢alisma kolonuna alindi.

2.2. Yontemin Uygulanmasi
2.2.1. Standart Egri Cizimi

Calismalar sirasinda spektrofotometrede Olgiilen absorbans degerlerine ait derisimlerin
hesaplanabilmesi amaci ile, 16sin kullanilarak standart egri hazirlandi. Bu amagla, standart
¢ozeltilerden alman 1’er mL’lik 6rnekler tizerine 1’er mL% 10’luk piridin ve % 2’lik ninhidrin
¢ozeltileri ilave edildi. 20 dk kaynar su banyosunda tutuldu. Siire bitiminde hemen soguk suya
almip su ile 100 mL’e tamamlandi. Spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda absorbans
degerleri okundu. Olgii egrisine iliskin regresyon analizleri yapildi. Devam eden ¢alismalarda bu
standart egri kullanilarak derisim degerlerine ulasildi. Sonuglar Sekil 1’de goriildiigii gibi
bulunmusgtur.

06 -

y=0,096x+ 0,001
0,5 R*=0,999
04 -
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0,2 -
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1 2 4 6 8
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Sekil 1. Standart egri
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2.2.2. Uygun Elusyon Cozeltisi Miktarinin Belirlenmesi

Amberlite IRC 86 recine iizerinde tutulmus olan primer amin grubu azotunun elusyonu igin
gerekli en uygun sodyum kloriir ¢6zeltisi hacminin ve derigsiminin saptanabilmesi igin Sekil 2 ve
Sekil 3’deki ¢aligmalar yapilmistir. Sekil 2°den elusyon i¢in en uygun sodyum kloriir derigiminin
% 6’11k sodyum kloriir oldugu; Sekil 3’den de % 6’lik sodyum kloriiriin 20 mL’sinin elusyon igin
yeterli oldugu sonucuna vartlmustir.
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Sekil 2. Elusyon ¢dzeltisi derisiminin incelenmesi
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Sekil 3. Elusyon ¢ozeltisi hacminin incelenmesi
2.2.3. Harding ve MacLean’s (Ninhidrin) Yontemi Uygulamalari
20 mL siit + 2 mL %0,5’lik maya karigimi igeren 6 adet 6rnek, 35°C +£0,2’de su banyosunda
bekletildi. Yaklagik 6 dk sonra pihtilagma islemi ger¢eklesti. Sirasiyla 2,4,6,8 ve 10. dakikalarda,

pihtilasma islemini durdurdugu belirlenen, 0,4’er mL, 1 M sodyum hidroksit ¢6zeltisi ilave
edildi. Sonuglar, Sekil 4’de goriildiigii gibi elde edilmistir.
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—— Deney Ho 1
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NaOH ilave edilme zamani (sn)

Sekil 4. Mayalanma siiresi
2.2.4. Yeni Yontemin k Degerlerinin Bulunmasi

Pihtilagsmanin farkli zaman dilimlerinde sodyum hidroksit ilavesi ile durdurularak elde edilen
absorbans degerleri ile, kullanilan mayanin gergek kuvveti olarak bilinen 12000 rakami arasinda
esitlik kurularak k degerleri denklem 2’e goére hesaplandi. Bulunan k degerleri Cizelge 1°de
gosterilmektedir. Cizelge 1°de belirtilen “siire” degiskeni, siite maya katildig1 an ile sodyum
hidroksit ilave edildigi an arasinda gegen zamanin saniye cinsinden degerini ifade etmektedir.

MK = (A; - Ag) Xk )
MK : Maya kuvveti

A : Ornegin Absorbans degeri (570 nm)

A, : Siitiin Absorbans degeri (570 nm)

k : Faktor (Cizelge 1°de yer alan k,, degeri)

Cizelge 1. Hesaplanan k degerleri

NaOH ilave

edilme zamani ki* k,* Kot ¥
(sn)
60 14,63 12,63 13,63
120 5,71 5,15 5,43
180 3,24 3,45 3,35
240 2,45 2,44 2,44
300 2,18 2,11 2,14
360 2,03 1,97 2,00
420 1,90 1,89 1,90
480 1,91 1,88 1,90
520 1,89 1,89 1,89

* x 107

2.2.5. Spektrofotometrik Yontem ile Peynir Mayas1 Aktivitesinin (Kuvvetinin) Tayini
Maya kuvveti 1/12000 olan maya esliginde bir seri absorbans Ol¢iimii yapilmistir. Pihtilasma

isleminin sodyum hidroksit ilavesi ile durduruldugu zaman ile, bulunan azot derisimlerine ait
absorbans degerleri Cizelge 2’de gosterilmektedir. Bulunan bu absorbans degerleri kullanilarak,
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denklem 2 yardimi ile hesaplanan peynir mayasi aktivitesi degerleri yine Cizelge 2’de yer
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almaktadir.
Cizelge 2. Kuvveti 12000 olan maya esliginde gergeklestirilen ¢alismalar
NaOH ilave Absorbans k degeri Hesaplanan
Deney No edilme zaman degeri (x107% Maya Kuvveti
(sn) (570 nm)
1 120 0,22 5,43 1,21x10°
2 180 0,36 3,35 1,21x10°
3 240 0,49 2,44 1,19x10*
4 300 0,56 2,14 1,21x10°
5 360 0,60 2,00 1,20x10*

2.2.6. Klasik Yontem ile Peynir Mayasi Aktivitesinin (Kuvvetinin) Tayini

20 mL siit tizerine % 0,5’lik 2 mL maya ilave edilerek 35+0,2 °C’de su banyosunda pihtilagma
stireleri belirlendi. Denklem 1 kullanilarak peynir mayasi aktivitesi hesaplandi. Bulunan sonuglar

Cizelge 3°de gosterilmektedir.

Cizelge 3. Peynir mayasi aktivitesinin klasik yontem ile belirlenmesi

Pihtilasma Maya
Deney No Siiresi ?sn) Kuvx}/]eti
1 402 1,19x10*
2 393 1,22x10*
3 397 1,21x10%
4 400 1,20x10*
5 404 1,19x10*

2.2.7. Istatistiksel Degerlendirme

Klasik yontem kullanilarak bulunan peynir mayasi aktivite degerleri ile, spektrofotometrik
yontem yardimi ile bulunan peynir mayasi aktivite degerleri, istatistiksel acidan incelendi.
Sonuglar Cizelge 4’de gosterilmektedir. Cizelge 4’den de anlagildig1 gibi, iki yontem arasinda F

testi ve t testi agisindan anlamli bir fark yoktur.

Cizelge 4. Iki yontemin istatistiksel degerlendirmesi

Klasik yontem ile bulunan Yeni yontem ile bulunan
Deney No . .
maya kuvveti maya kuvveti
1 1,19x10% 1,21x10*
2 1,22x10* 1,21x10*
3 1,21x10% 1,19x10%
4 1,20x10? 1,21x10?
5 1,19x10% 1,20x10?
Kont 1,20x10? 1,20x10*
S 0,13x10° 0,07x10°
X ortt.S/Vn 1,19x10* —1,22x10* 1,19x10* —1,21x10*
t testi 0,18 <231
Freqi 3,89 < 6,39
n=n=> F,,>% (tablo) = 6,39 t"%° (tablo) = 2,31
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

Tiirkiye’de ve Diinya’da standart olarak kabul edilen, peynir mayasi aktivitesinin (kuvvetinin)
tayini igleminin temeli, literatiirde yer alan Berridge yontemine dayanmaktadir. Bu yontemde ise
hataya neden olabilecek gorsel faktorlerin bulundugu anlagilmaktadir. Ayrica pihtilagsma islemi
sirasinda azot degerindeki degisim literatiir verilerinde ¢ogunlukla Kjeldahl Yontemi kullanilarak
incelenmigtir.

Oysa bu ¢alismada kazeinomakropeptid bilesigi, yapisinda yer alan R-NH;" grubu
vasitasi ile zayif asidik katyon degistirici regine, Amberlit IRC86, kolonunda alikonulmustur.
Aymni sekilde siitte bulunan protein zincirinin en ucundaki tersiyer amin gruplari da iyon degistirici
de tutulacaktir. Bu nedenle referans olarak siit kullanilmis ve ayni islem siite de uygulanmustir.
Cizelge 1°de yer alan k, degerleri kullanilarak denklem 2 yardimu ile spektrofotometrik yontem
ile peynir mayasi aktivitesi tayin edilebilmistir. Yine klasik yontem kullanilarak peynir mayasi
aktivitesi tayin edilmis ve bulunan sonuglar Cizelge 4’de yer aldigi gibi F ve t testi agisindan
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuca gore gelistirilen yontem ile klasik yontem arasinda anlamli
fark olmadig1 anlasilmaktadir.

Ayrica Cizelge 1 yardimi ile k degeri bulunamadigi takdirde maya kuvveti denklem 3
yardimt ile de hesaplanabilir.

MK = (As - A, ) % 10 (2,6645 — 0,9395log 1) 3)

MK : Maya kuvveti

A : Ornegin Absorbans degeri (570 nm)

A : Siitiin Absorbans degeri (570 nm)

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

Bu matematiksel ifade denel verilerden modelleme ile ¢ikarilmigtir ve mayalanma
stiresinin 120 sn ile 420 sn arasinda kalmasi kosulu ile kullanilabilir.
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