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OZET

Kegi Siitlerinde Isil Islem Uygulamasinin Siit Melatonin ve Vitamin C Diizeylerine

Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Bu projede kegi siitiinde pastorizasyon islemi (72 °C’de 15 saniye) ve geleneksel
olarak evlerde uygulanan kaynatma isleminin (100 °C’de 5 dakika) siit melatonin, vitamin
C ve total protein diizeylerine etkilerinin arastirilmast amaglandi.

Materyal ve Metot: Calismada 6zel bir kegi giftliginden, nisan ayinda temin edilen 20 adet
saglikli kecinin (10 Halep, 10 Kilis kegisi) siitii materyal olarak kullanildi. Siitler, sabah
meradan donen (10:30-11:00 arasinda) kegilerden rutin siit sagimi sirasinda temin edildi.
Her bir siit 6rnegi, ¢ig siit, pastorizasyon islemi (72 °C’de 15 saniye) ve kaynatma islemi
(100 °C’de 5 dakika) uygulanan olmak tizere 3’e boliindii. Cig, pastorize ve kaynatilmis
siitlerde melatonin diizeyleri ticari ELISA kiti ile, vitamin C ve total protein diizeyleri
manuel spekrotofotometrik yontemlerle belirlendi.

Bulgular: Kaynatma islemi uygulanan siit 6rneklerinde melatonin diizeyleri (4,20+0,39
pg/ml), ¢ig siit (3,19 = 0,25 pg/ml) ve pastorizayon islemi (3,42 = 0,24 pg/ml) uygulanan
orneklere kiyasla yiikseldi (p <0,05). Vitamin C diizeyleri pastorizasyon uygulanan grupta
(2,9940,16 mg/100 ml), ¢ig siit grubuna (3,18+0,24 mg/100 ml) gére 6nemli bir farklilik
gostermedi (p >0,05). Kaynatma sonrasinda elde edilen vitamin C diizeyleri ise (2,03 £ 0,12
mg/100 ml), hem ¢ig siit hem de pastorize siit vitamin C diizeylerinden diisiik (p <0,001)
olarak saptandi. Total protein diizeyleri degerlendirildiginde, Bradford yontemi ile
belirlenen total protein diizeyleri acisindan 1s1l islem uygulanan gruplar arasinda bir farklilik
yok iken Lowry yontemi ile belirlenen total protein diizeyleri, kaynatma uygulanan grupta,
diger gruplara gore onemli diizeyde diistii (p <0,001). Cig siit ve pastorize siitteki total
protein diizeyleri Bradford yontemi ve Lowry yOntemi ile belirlenen diizeyler agisindan
birbiri ile yakin bulundu. Diger yandan kaynatma uygulanan siitlerde Bradford yontemi ile
belirlenen total protein diizeyleri (2,26 + 0,13 g/dl), Lowry medodu ile belirlenen total
protein diizeylerinden (1,92 + 0,09 g/dl) yiiksek olarak belirlendi (p<0,05). Pastorizasyon
(r=-0,114, p<0,05) ve kaynatma (r=-0,572, p <0,01) uygulanan siitlerde melatonin ve
vitamin C diizeyleri arasinda onemli ancak zayif negatif korelasyonlar belirlendi. Cig siit

(r=0,723, p <0,01), pastorizasyon (r=0,838, p <0,01) ve kaynatma (r=0,449, p <0,05)
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uygulanan siit 6rneklerinde Bradford ve Lowry yontemleri ile belirlenen total protein
diizeyleri arasinda pozitif korelasyonlar belirlendi.

Sonug: Kegi siitiine uygulanan pastérizasyon isleminin, siit melatonin, vitamin C ve total
protein diizeylerini degistirmedigi, kaynatma uygulamasinin ise vitamin C ve total protein
diizeylerinin diismesine neden oldugu belirlendi. Kegi siitliniin biyoyararlaniminda
pastOrizasyon isleminin, geleneksel kaynatma iglemine gore daha iistiin oldugu diistiniildii.
Siitlerde ELISA metodu ile melatonin analizi yapilmadan dnce, melatoninin siitte bagl
bulundugu proteinden ayristirilmast amaciyla, siitiin, bir 6n islemden ge¢irilmesinin,

sonuclarin daha dogru olarak tespit edilmesinde faydali olabilecegi 6ngoriildii.

Anahtar kelimeler: Bradford, Lowry, Siit melatonin, Total protein, Vitamin C
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Heat Treatment on Milk Melatonin and Vitamin C
Levels in Goat Milk

Aim: In this project, it was aimed to investigate the effects of pasteurization (15 seconds at
72 °C) and boiling processes (5 minutes at 100 °C) on goat milk melatonin, vitamin C and
total protein levels.

Material and Methods: The milk of 20 healthy goats (10 Aleppo, 10 Kilis goats) obtained
from a private goat farm were used as materials. In April, milk was supplied from goats that
returned from pasture in the morning (between 10:30 and 11:00) during routine milking.
Each milk sample was divided into 3 for raw milk, for pasteurization process (15 seconds at
72 °C) and for boiling process (5 minutes at 100 °C). Melatonin levels in raw, pasteurized
and boiled milk were determined with commercial ELISA kit, while, vitamin C and total
protein levels were determined by manual spectrophotometric methods.

Results: Melatonin levels in boiled milk samples (4.20 + 0.39 pg/ml) increased (p <0.05)
compared to both raw milk (3.19 + 0.25 pg/ml) and pasteurized (3.42 £+ 0.24 pg/ml) milk
samples. Vitamin C levels did not differ in the pasteurization group (2.99 + 0.16 mg/100 ml)
compared to the raw milk group (3.18 + 0.24 mg/100 ml). On the other hand, vitamin C
levels obtained after boiling process (2.03 + 0.12 mg/100 ml) were lower than that in the raw
and pasteurized milk samples (p <0.001). While there was no difference between the heat
treated groups in terms of total protein levels determined by Bradford method, the total
protein levels determined by Lowry method decreased significantly in boiling group
compared to other groups (p <0.001). Total protein levels in raw milk and pasteurized milk
were found not to differ in terms of levels determined by Bradford method and Lowry
method (p >0,05). On the other hand, total protein levels (2.26 + 0.13 g/dl) determined by
the Bradford method in boiled milk were determined to be higher than total protein levels
(1.92 + 0.09 g/dl) determined by Lowry method (p <0.05). Significant but weak negative
correlations were determined between melatonin and vitamin C levels in milk with
pasteurization (r =-0,114, p <0.05) and boiling process (r=-0,572, p <0.01). Positive
correlations were determined between total protein levels determined by Bradford and



Lowry methods in raw milk (r=0,723, p <0,01), pasteurized (r =0,838, p <0,01) and boiled
(r=0,449, p <0,05) milk samples.

Conclusion: It was determined that pasteurization process applied to goat milk did not
change milk melatonin, total protein and vitamin C levels, and boiling process decreased
total protein and vitamin C levels. Pasteurization was considered to be superior to the
traditional boiling process in the bioavailability of goat milk. Before melatonin analysis was
performed in milk by ELISA method, it was predicted that a pre-treatment of milk may be
useful in order to separate melatonin from the protein it is bound to, thus may result in

achieving more accurate results.

Key words: Bradford, Lowry, Milk melatonin, Total protein, Vitamin C



1.GIRIS

Siit, siit bezlerinden salgilanan, disi memeli hayvanlarin yeni dogurduklar
yavrularini besleyebilmek {lizere, i¢inde yavrunun kendini besleyecek duruma gelinceye
kadar almak zorunda oldugu biitiin besin maddelerini yeterli miktarda bulunduran bir sividir.
Siitlin yapisinda protein, yag, seker gibi temel kimyasal bilesenler biiyiik miktarda yer
alirken kii¢iik miktardaki bilesenlerin de siitiin 6zelliklerine 6nemli katkilar1 bulunmaktadir.
Ornegin siitiin icerdigi vitaminler ve mineraller, besin degeri agisindan son derece énemlidir.
Insan beslenmesinde kullanilan keci siitii, ortalama icerik bakimidan inek siitiine benzerlik
gostermekle birlikte, fizikokimyasal niteliklerindeki bazi farkliliklar nedeniyle inek
siittinden daha degerli olarak diistiniilmektedir. Bu 6zelligiyle de bebekler, yaslilar ve siit
veren kadinlarin beslenmesinde kullanilmaktadar.

Melatonin, epifiz bezi tarafindan salgilanan ve sentez ve salinimi 151k ile diizenlenen
edilen bir hormondur. Viicut uykuda iken salgilanan daha fazla miktarda sentezlenen
melatonin, tim hiicrelerin yenilenmesine, bagisiklik sisteminin giiclenmesine ve viicudun
sirkadyen ritminin diizenlenmesine yardimci olmaktadir. Melatonin, gorevi biyolojik saatin
diizenlenmesi olarak bilinen tek hormondur ve yaslanma ile birlikte sentezi gittik¢e azalan,
giiclii bir antioksidandir. Yaslilarda yiiksek melatonin igeren inek siitiiniin uyku diizenini
sagladig1 bilinmektedir. Siitte de bulunan vitamin C, gii¢lii antioksidan etkileri ile bagisiklik
sisteminin gliclenmesini ve organizmadaki serbest radikallerin ortadan kaldirilmasini
saglayan onemli vitaminlerden biridir. Siitler, fabrikasyon islemleri ve 1s1l islemler sirasinda
besinsel diizeylerinde degisime maruz kalmaktadir. Islenmis inek siitlerindeki melatonin ve
vitamin C diizeylerinin, ¢ig siittekine gore daha diisiik oldugu bilinmekle birlikte kegi
stitiinde 1s1l islemin melatonin ve vitamin C diizeylerine etkileri hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Bu kapsamda, sunulan proje ile kegi siitiindeki melatonin ve vitamin

C’nin 1s1l islem sonrasinda biyodegerliligi hakkinda bilgi edinilmesi amaglanmaistir.



2. TEMEL BIiLGILER

Siit, beslenme uzmanlari tarafindan temel gida maddesi olarak kabul edilen, disi
memeli hayvanlarin yeni dogurduklar1 yavrularini besleyebilmek iizere, i¢inde yavrunun
kendini besleyecek duruma gelinceye kadar almak zorunda oldugu biitiin besin maddelerini
yeterli miktarda bulunduran bir sividir. Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) ve Tirk Gida
Kodeksi siitii su sekilde tanimlamastir; Tiirk Standartlar: (TS) 1018 ¢ig siit standardina gore:
Siit; inek, koyun, ke¢i ve mandalarin meme bezlerinden salgilanan, kendine 6zgii tat ve
kivamda olan, i¢ine baska maddeler karistirrlmamis, i¢inden herhangi bir maddesi
alinmamuis, beyaz veya krem renkli sividir (Cardinali ve Pevet, 1998; Unal ve Besler, 2008).
Tiirk Gida Kodeksine gore: ¢ig siit; bir veya daha fazla inek, kegi, koyun veya mandanin
sagilmasiyla elde edilen, 40 °C’nin iizerinde 1sitilmamis veya esdeger etkiye sahip herhangi
islem gérmemis kolostrum disindaki meme bezi salgisidir (Catapano ve ark. 1992, Unal ve
Besler 2008).

Siitiin -~ biyokimyasal yapisi incelendiginde yag, protein ve seker gibi
makromolekiillerin makro diizeylerde (% gr diizeylerinde), vitaminler ve minerallerin de
mikro diizeylerde bulundugu goriilmektedir. Bu makro ve mikromolekiiller siitlin
besleyiciligi agisindan oldukga énemlidir. Ornegin siitiin igerdigi vitaminler ve mineraller
besin degeri agisindan 6nem tasir, tagidigi enzimler ¢esitli reaksiyonlar katalize eder, bazi
mindr bilesenler siitiin duyusal niteliklerini etkiler. Laktoz, glikoz ve galaktozdan olusan bir
disakkarittir ve siitiin tek karbonhidratidir, beyin ve sinir gelisimi i¢in 6nem tagimaktadir.
Siit, ayn1 zamanda esansiyel amino asitleri ve yasamsal 6nemi olan yag asitlerini igerir. Siitte
bulunan 6nemli bilesenler laktoz, siit yagi, kazein, laktoalbiimin ve laktoglobiilindir (Giirsoy
2018).



2.1.Siitiin Baz1 Biyokimyasal Ozellikleri

Siitiin bilesimi, alindig1 hayvanin tiirii, mevsim, beslenme durumu, fizyolojik durum
gibi birgok faktore baglh olarak degisiklik gosterir. Siitiin kimyasal bilesimi, besin degerini
onemli 6l¢iide etkiler. Donma noktasi, asitlik, 6zgiil agirlik, yogunluk, kaynama noktasi, yag
icerigi, yagsiz kuru madde gibi degiskenler ¢ig siitlerin 6zelliklerini belirlemektedir (Challet
2007, Unal ve Besler 2008).

2.1.1. Donma Noktasi

Siit, bilesiminde bulunan mineraller ve laktozdan dolayi, saf suya kiyasla daha diisiik
derecede; -0.55 °C’de donmaktadir. Minerallerin ve laktozun siitin donma noktasina etkisi
%75 civarinda iken, yag ve proteinin etkisi goz ard1 edilebilir (Unal ve Besler 2008).

2.1.2. Ozgiil Agirhk

Siitiin 6zgil agirligr 15.5 °C’de 1 ml siitiin gram cinsinden agirligidir (Catapano ve
ark. 1992, Unal ve Besler 2008).

2.1.3. Asitlik Derecesi

Yeni sagilan taze ve saglikli siit asidik reaksiyon gosterir. Buna “ilk asitlik” veya
“dogal asitlik” denir. Inek siitiiniin asitligi ortalama % 0.135-0.2 arasindadur. Siitiin asitligini,
etki sirasinda gore, kazein, fosfatlar, sitratlar, alblimin ve ergimis karbondioksit saglar.
Ayrica hayvanin tiirii, irki, yasi, laktasyon donemi, gecirdigi hastaliklar ve siit bilesimi ilk
asitlik iizerinde etkilidir (Unal ve Besler 2008, Cos ve ark. 2008).

2.1.4. Kaynama Noktasi

Siitlin yapisinda yer alan mineraller ve laktoz kaynama noktasini saf suya goére
yiikseltir. Siitiin kaynama noktas1 mineraller ve laktozdan dolay1r 100.16°C’dir. Siite su
eklenmesi kaynama noktasini diisiirmekte ve donma noktasini yiikseltmektedir. Siite soda
eklendiginde ise kaynama noktasini yiikselirken, donma noktasi diismektedir (Anonymous
1994, Unal ve Besler 2008).

Inek, koyun, kegi, deve ve manda gibi bir¢ok hayvanin siitii insan igin besinsel deger
tagir. Ortalama % 88’1 su olan inek siitii, 100’den fazla farkl: bilesen icermektedir. Siit ve siit
tiriinleri; protein, yag, laktoz, kalsiyum, fosfor, A vitamini, bazi B vitaminleri (6zellikle
riboflavin, Bi,) i¢in iyi bir kaynaktir (Unal ve Besler 2008).

Tiirkiye’de gerek dogal, gerekse ticari olarak en yaygin olarak kullanilan siit inek
stitidiir. 2010-2011 verilerine gore, Tiirkiye toplam siit tiretiminin % 91.7’sini inek siitii, %

6’s1n1 koyun siitii, % 2’sini kegi siitii ve % 0.3 ’nii manda siitii olusturmaktadir (Atasever ve



Giilag 2012). Kuru madde oran1 % 10.5-14.5 araliginda olan inek siitiinde, bu oranin %2.5-
6.0’s1n1 yag, %3.6-5.5’unu laktoz, %2.9-5.0’ini protein ve %0.6-0.9’unu mineral madde
olusturmaktadir (Ugiincii 2008). Inek siitiiniin pH degeri ise ortalama 6.7 (asitligi 6,5-7,5
SH)’dir (Ceylan ve ark. 2013). inek siitiinde bulunan toplam proteinin yaklasik %80’i
kazein, %20’si ise serum proteinlerinden olusur. Siit proteinleri biitiin esansiyel amino
asitleri igermesi ve kolaylikla sindirilebilmesi nedeniyle beslenme fizyolojisinde 6nemli bir
yere sahiptir (Fox ve Mcweeney 2003).

2.2. Kegi Siitiiniin Bilesenleri

Ortalama bilesim bakimindan inek siitline benzerlik gostermekle birlikte,
fizikokimyasal niteliklerindeki bazi farkliliklar nedeniyle, Keg¢i siitii inek siitiinden daha
degerli olarak kabul edilmektedir. inek siitiine gore daha yiiksek oranda kiigiik capli yag
globiilleri bulundurmasi ve siit proteinlerinin 6zellikle de a-kazeinin kalitatif ve kantitatif
acidan farkliliklar géstermesi, kegi siitiiniin daha kolay sindirilebilmesini saglamaktadir. Bu
ozelligiyle de bebekler, yaslilar ve siit veren kadinlarin beslenmesinde istiinliikleri
bulunmaktadir (Y1lmaz 2017). Kegi siitiinde temel olarak 5 protein tipi bulunur; bunlar as>-
kazein, B-kazein, k-kazein, B-laktoglobulin ve a-laktalbumindir. Major protein fraksiyonu
kegi siitiinde B-kazein iken inek siitiinde asi-kazeindir (Chandan ve ark. 1992). Kegi siitiiniin
kazein miselleri inek siitiinlinkinden daha az ¢Oziniir formdadir ve 1s1 karsisindaki
dayanilirlig inek siitiindekine gore daha azdir, diger bir deyisle, 1s1 artis1 ile B-kazein kaybi
daha fazladir (Juarez ve Ramos 1986). Keci siitii kisa ve orta zincirli tekli ve ¢coklu doymamis
yag asitlerince (kaproik, kaprilik, kaprik) zengindir. Bu bilesenler, emilim ve metabolizma
bozukluklari, kolesterol sorunlari ve yetersiz beslenme bulgular1 sergileyen hastalarin
beslenmesinde olumlu nitelikler tasimaktadir. Bu bilesenler ayn1 zamanda kegi siitiiniin
kendine has agir kokusuna da neden olmaktadir (Giirsoy 2018). Kegi siitiinde insan siitiine
gore daha yiliksek miktarda esansiyel yag asitleri bulunmakta, bu da emziren kadinlar
acisindan 6nem tagimaktadir. Taze kegi siitiinlin asitligi 6.4-10 SH, yogunlugu 1.028-1.041
g/ml arasindadir (Y1lmaz 2017).

Kegi siitliniin rengi, karoten miktarinin az, A vitamini miktarinin yiiksek olmasindan
dolay1 inek siitiine gore daha acik beyazdir. Yag globiilleri kiigiik oldugundan kaymak
baglamasi inek siitiine gore daha azdir. Bu 6zellikleri nedeniyle sindirim gii¢liigii ¢cekenler
ve bebek beslenmesinde tercih edilir. Diger yandan, kegi siitii B12 vitamini ve demirce fakir

oldugundan uzun siire kegi siitiiyle beslenenlerde kansizlik goriilebilir (Giirsoy 2018).



Ayrica, kegi siitii vitamin C yoniinden, inek siitii gibi fakirdir (Jenness 1980). Kegi siitii ve
tiriinlerinin endiistriyel 6l¢ekte liretimini kisitlayan baglica faktor, laktasyon doneminin 6-7

ay arasinda degismesi ve bu nedenle iiretimin mevsime bagimlilik gostermesidir.

Cizelge 2.1 : Farkl tiirlerin siitlerindeki kimyasal parametreler (Y1lmaz, 2017)

Dogal siitlerin kimyasal parametreleri

Biyokimyasal Inek Keeci Koyun
Parametreler (%)
Kwu madde 12.90+0.32 11.14=0.24° 11.21%0.37¢
Yagsiz kuru madde 9,29+0,20 8.06=0.20° 8.06=0.16°
Yag 3,61=0,30 3.60=0.27 3.27=0.21
Protein 3.66=0.16 3.04=0.17° 3.07=0.13°
Laktoz 4,62+0.11 4.25+0.05° 4.23=0.02°
Kazein 2,80x0,12 2,58=0.18° 2.48=0.11°
Inek siitiime gére karsilagtirma a: p=0.05, b: p=0.01, c: p=0.001

Keci ve koyun siitil karsilagtinlmas: = p=0.05, y- p=0.01, z p=0.001

Cizelge 2.2 : Farkl tiirlerin siitlerindeki asitlik, yogunluk, yag ve yagsiz kuru madde miktarlar1 (Unal ve
Besler., 2008)

Ozellikler Inek Koyun Keci Manda
sutu | sutu | sutu l sutu

Asitlik 6.2-8.9 9.0-12.0 6.4-10.0 6.7-10.0

(% SH)

YoQuniuk | 1.028-1.038 | 1.030-1.045 | 1.028-1.041 | 1.027-1.040

‘g cm" . . . .

Yad (%) 30 | S0 | 35 | 6o

Yagsz kuru | 8.0 10.0 8.5 9.0

madde (%)




Cizelge 2.3 : Cesitli tiirlerde siit Ortalama Birlesenleri (%) (Giirsoy, 2018)

S0t Tand Kurumadde S0t yagi Protein Laktoz Kl
Inzan 124 38 1.0 7.0 0.2
Inek 126 i 34 4.7 0.7
Manda 172 74 35 54 0.8
Kaoyun 19.3 74 55 4.8 1

Keci 132 45 32 41 0.8
Kisrak 112 189 25 6.2 05
Deve 136 45 36 5 0.7
Fil 234 14.3 44 34 0.8
Esek 12 1.8 25 6.1 05
Kopek 249 10.5 12.2 13 0.9
Ada tavsan 30.6 105 155 2 pll
Kedi 1749 33 9.1 449 0.6
Fare 309 14.8 11.8 28 15
Domuz 205 8.8 7.3 3.3 1.1
Ren geyigi 33.3 16.9 115 2B 14
Balina 3rh 22 12 1.8 1.7

Cizelge 2.4: Yagi alinmis (skimmed) keci siitiinde total protein, kazein ve peynir alt1 suyu protein diizeyleri
(Rukke ve ark. 2010).

Constituent Range Average St Sher
Total protein 1.72-3.31 2.64 0.32 0.028
Casein 0.79-2.17 1.54 (.28 0.029
Whey protein 00.81-1.92 1.09 0.19 0.007

3. Melatonin

Melatonin, pineal bez (epifiz bezi) tarafindan salgilanan bir hormondur (Ozgiiner ve ark.
1995). Pineal bez, elektriksel uyarilar1 hormonal uyarilara ¢eviren ndroendokrin bir
fonksiyona sahiptir ve peptidler ve indolaminler olarak bilinen temel olarak iki grup endojen
madde salgilamaktadir; indolaminlerden en Onemlisi 232 molekiil agirhikli N-asetil-5-
metoksitriptamindir ve melatonin olarak isimlendirilir. Melatonin triptofan amino asidinden

sentezlenen bir indol bilesigidir (Baskett ve ark. 2001).
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Sekil 2.1 : Melatonin hormonunun kimyasal yapisi

Melatoninin sentez ve salinmasini diizenleyen en 6nemli faktor 1siktir. Melatoninin
pineal bez hiicreleri tarafindan salgilanmasi pinealosit hiicrelerinin 1s18a olan duyarliligina
baglidir; bu duyarlilik sonucu, 1s1kla ortaya ¢ikan engellenme, karanlikta ortadan kalkar ve
melanositlerin melatonin salgilamasi artar. Ortamin aydinlik veya karanlik olmasi, diger bir
ifade ile gece ve glindiiz durumu melatonin sentez ve salinmasindaki temel etkendir. Kisaca,
melatonin sentez ve salinimi karanlikta artmakta, aydinlikta 151k ile birlikte baskilanmaktadir
(Ozgiiner ve ark. 1995).

Karanlikta ve uykuda iken sentezlenen melatoninin hiicre yenilenmesi, anti-aging,
anti-kanserojen, bagisiklik sisteminin gliclenmesi gibi bir takim fonksiyonlar
bulunmaktadir. Tiim bu iglevlerde melatoninin biiyiik rolii oldugu diisiiniilmektedir. Ancak
melatoninin asil fonksiyonu jet-lag (es zamanlama bozuklugu) olarak da bilinen biyolojik
saatin ayarlanmasindaki bozuklugun giderilmesidir. Melatonin, gorevi biyolojik saatin
diizenlenmesi olarak bilinen tek hormondur. Melatoninin yeterli ve dengeli salgilanmamasi
sonucu olusan jet-lag durumunda yorgunluk, istahsizlik, uykusuzluk, huzursuzluk,
hazimsizlik, zihinsel problemler, zaman algisinda bozulma, y6nelim bozuklugu, olaylara
tepki verme zamaninin uzamasi ve nedensiz viicut agrilar1 gozlenebilir. Herxheimer ve
Petrie (2001) jet-lag’in engellenmesi ve tedavisinde melatonin hormonunu 6nermislerdir.
Melatonin, bu etkileriyle bagli olarak, uyku diizeninin kontrol eder. Melatoninin hormon
diizenleme gorevine ek olarak, bagisiklik sistemine de yardimci oldugu gozlemlenmistir. Bir
aragtirmada melatonin hormonunun l6semiyi engelledigi ve bu nedenle ¢cocuklarin 6zellikle
karanlik ortamda uyutulmasinin dnemli oldugu vurgulanmistir (Poon ve ark. 1996).

Melatonin giiglii bir antioksidandir ve yasla birlikte sentezi azalmaktadir. Bu
azalmanin da yaslanma olayinin onemli bir sebebini tegkil edebilecegi kaydedilmistir.
Yaglanma ile birlikte azalan melatonin {retiminin, yaslanmaya bagli hastaliklarin

patogenezinde de onemli rolii olabilecegi kaydedilmistir. Yaslanma ile artan uykusuzluk



belirtilerinin diigiilk melatonin diizeyleri ile iliskilendirildigi bildirilmistir (Maksimovich
2002).

Kan plazmasinda melatoninin biiylik boliimiinlin proteinlere (albiimine) baglh
(Cardinali ve ark. 1972) olarak bulundugu, tiikriik melatoninin ise serbest oldugu ayrica
tilkriikteki serbest melatonin diizeylerinin, plazmadaki serbest melatonin diizeyleri ile
orantili oldugu gésterilmistir. Insanlarda plazmadaki serbest melatonin diizeylerinin, total
(bagl ve serbest) melatonin diizeylerinin %23’ii kadar oldugu rapor edilmistir (Kennaway
ve Voultsios 1998).

Melatoninin sentezinde gorev aldigir bilinen hidroksiindol-O-metiltransferaz’in
pineal bez disindaki organlarda bulunmasi, melatonin sentezinin pineal bez digsinda da
gerceklestigini diisiindlirmiistiir. Ratlarda yapilan bir ¢alismada, Harder bezinin melatonin
salgiladig1 ve bu salgilanmanin yasa ve gece-giindiiz periyoduna bagli olarak degistigi
saptanmistir. Harder bezi disinda, lakrimal bez, retina, eritrositler, trombositler ve
gastrointestinal sistemdeki bazi hiicrelerin de melatonin sentezledigi bildirilmistir. Ancak bu
sentezlenen miktarin kan dolasimindaki melatonin diizeyine katkis1 ¢ok kiigiiktiir (Cardinali
ve Pevet 1998).

Fotoperiyodik olarak ¢ok biiyilkk oranda pineal bezden sentezlenen melatonin
hormonunun insan, inek ve kegi siitiinde varligi (5-25 pg/ml) ortaya konulmustur (Eriksson
ve ark. 1998, Valtonen ve ark. 2005). Ineklerde, melatoninin siitteki konsantrasyonu, serum
konsantrasyonu ile paralel olarak, en yiiksek gece, en diisiik 6gle saatlerinde olmak iizere
ditirnal bir seyir izler. Bu nedenle gece sagilan siitler (gece 2-4 aras1), giindiiz sagilan siitlere
oranla daha yiiksek melatonin igermektedir (Milagres ve ark. 2014). Inek siitiindeki
melatonin diizeylerinin gece boyunca sentezlenen siitte 10-40 pg/mL oldugu ve yiiksek
melatonin seviyeli gece siitii tiikketen yash kisilerin uyku diizeninin iyilestigi rapor edilmistir
(Valtonen ve ark. 2005). Kegi siitiinde de inek siitiine benzer sekilde siit melatonin diizeyleri
kan melatonin diizeyleri ile paralel bir seyir izlemekte ayrica, parenteral melatonin
uygulamasindan 15-30 dk sonra, siit melatonin diizeyleri yiikselmektedir (Erickson ve ark.
1998).

Vitamin C bir¢ok memeli hayvanin (gevis getirenler de dahil) karacigerinde
glikozdan sentezlenen 6 karbonlu bir laktondur. Insanlarda vitamin C sentezi, gulonolakton
oksidaz enzimi bulunmadigi i¢in yapilamamaktadir ve insanlar vitamin C’yi dis

kaynaklardan temin etmek zorundadir (Nishikimi ve Yagi. 1996). Vitamin C, bir elektron



vericisi olarak, rediikleyici bir ajandir ve organizmada sulu ortamin Onemli
antioksidanlarindandir. Siitte bulunan vitamin C’nin insan beslenmesinde rolii vardir. Ne
yazik ki inek ve kegi siitii vitamin C yoniinden fakirdir (Jenness, 1980). Inek siitiinde vitamin
C diizeyleri 1,5-2,2 mg/100 ml (Weiss ve ark. 2004) diizeylerinde iken, kegi siitiinde 0,9-6,4
mg/100 ml (Lavigne ve ark. 1989, Sawaya ve ark. 1994, Guo 2003, Getaneh ve ark. 2016)
olarak bildirilmistir.

Siitler, fabrikasyon islemleri sirasinda besinsel diizeylerinde degisime maruz
kalmaktadir ancak, kegi siitiine uygulanan 1s1l igslemler sonrasinda (ticari olarak satilan UHT
stitlerde) dogal kegi siitiindeki kuru madde, yagsiz kuru madde, yag, protein, laktoz ve kazein
diizeylerinde bir degisim gozlenmezken, inek siitinde anilan parametrelerin tamaminda
istatistiksel olarak onemli diizeyde diismeler oldugu bildirilmistir (Yilmaz 2017). Diger
yandan kegi siitiiniin kazein miselleri inek siitiiniinkinden daha az ¢6ziiniir formdadir ve 1s1
karsisindaki dayanilirligi daha azdir, 1s1 artis1 ile B-kazein kaybi inek siitiine gore daha

fazladir (Juarez ve Ramos 1986).

Cizelge 2. 5: Dogal kegi siitii ile ticari kegi siitlerinin (UHT) kimyasal parametrelerinin karsilastirilmasi
(Yilmaz 2017).

Biyokimyasal | Keci Ticari tam yagh keci siitii

Parametreler

Kuru madde | 11.1440.24 11,35+0.10

Yagsiz kuru | 8.06+0.20 7.92+0.37

madde

Yag 3.60+£0.27 3.32+0.44

Protein 3.04+0.17 2.94+0.02

Laktoz 4.2540,05 4,01+0.34

Kazein 2.58+0.18 2.15+0.06

Cizelge 2.6: Dogal inek siitii ile ticari inek siitlerinin kimyasal parametrelerinin karsilasgtirilmasi (Yilmaz
2017).
=Bi}'05.'lﬂ}’-ﬂ$ﬂl Dogal inek Tam yagh Yarim vagh ) Tam yagl: Tam yagli
Parametreler siita mek siith inek siiti muzlu inek gilekli inek
siitii stitii

Kuru madde 12,90+0.32 10.92+0_25° 9.98x0 31° 13,39+0.63 14,50+0.48°
Yagsiz kuru 9.29+0.20 7.49+0.19° 7.90+038° 8.61+031° 947022
madde
Yag 3.61+0.30 2.99+0.01°% 1.57=0,02° 2.14+0.10° 2 27+0.07°
Protein 3,66=0.16 2.71£0,07° 2.73£0,06° 2.66+0,10° 2.84+0.05°
Laktoz 4,62+0.11 4.00£0,10° [ 4.01£0,22° 6.96x0,19° 7.27+0.34°
Kazein 280012 1.99+0.07° 2210137 3.14+0.22 3_43:|:(},12b

Dogal ek siitime gére karsilagtirma a:p=0.05, b:p=<0.01, c:p=0.001




Isil islem uygulanmis inek siitlerindeki melatonin diizeylerinin, ¢ig siittekine gore
daha diisiik oldugu bildirilmistir; ¢ig siitteki (sabah erken sagilan) melatonin diizeyi 13,6
pg/ml iken, ultra pastorizasyon, mikrofiltre edilmis, yliksek 1sida kisa siire pastorize edilmis
ve UHT uygulanmus stitlerde sirasiyla 7,0, 6,5, 7,6 ve 4,5 pg/ml diizeylerindedir (Schaper ve
ark. 2015). Kegi siitlerinde, 1s1l islem sonrasinda, melatonin diizeylerinin arastirildigi bir
calismaya rastlanilmamistir.

Vitamin C oksidasyona oldukg¢a duyarli bir vitamin oldugundan 1sil islemlerle
yapisinin bozuldugu bilinmektedir. Insan, inek, deve ve kegi siitiinde pastdrizasyon ve diger
1s1l islemler sonrasinda belli oranlarda vitamin C diizeylerinde azalmalar bildirilmistir
(Lavigne ve ark. 1989, Mehaia 1994, Molto-Puigmarti ve ark. 2011). Lavinge ve ark. (1989),
76 °C’de 16 sn, 81 °C’de 16 sn, 85 °C’de 4 sn, 63 °C’de 30 dk ve 135 °C’de 4 saniye (sn)
boyunca uyguladiklari 1s1l islem sonrasinda kegi siitiinde vitamin C diizeylerinin sirasiyla
%S5, %10, %25, %40 ve %30 oranlarinda azaldigini bildirmislerdir. Geleneksel kaynatma
yonteminin kegi siitli vitamin C diizeylerine etkisiyle ilgili bir calismaya rastlanilimadigindan
sunulan ¢alismada pastorizasyon 1sisina ek olarak 100 °C’de 5 dakika (dk) 1sil islem
uygulamasinin etkileri arastirildi. Ayrica antioksidan bir vitamin olan vitamin C’nin
melatonin ile iliskisinin, 1s1l islem 6ncesinde ve sonrasinda arastirilmasiin énemli oldugu

diisiincesindeyiz.
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AMAC

Sunulan proje ile kegi siitiine uygulanan pastorizasyon (72 °C’de 15 sn) ve geleneksel
olarak evlerde uygulanan kaynatma isleminin (100 °C’de 5 dk) siit melatonin ve vitamin C
diizeylerine etkileri arastirildi ve ilgili parametreler arasindaki korelasyon belirlendi.
Boylelikle degerli bir siit olan kegci siitiinlin melatonin ve Vvitamin C yoniinden 1s1l islem
sonrasinda bir kayba ugrayip ugramadiginin belirlenmesi ve antioksidan etkinligini koruyup

korumadiginin belirlenmesi amaglandi.

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Antakya ilgesinde bulunan 6zel bir kegi ciftliginden, nisan ayinda, ayni bakim
beslemeye tabi tutulan, 1-4 yasli, saglikli, 20 adet kegiden (10 Halep, 10 Kilis kegisi), siit
ornekleri toplandi. Siitler (20’ser ml), hayvan sahibinin sabah meradan dénen (10:30-11:00
arasinda) kecilerden siit sagimi yaptigi sirada temin edildi. Siitler klinik olarak saglikli
goriinen memelerin sag lobundan alindi; sagim yapilirken, meme bas1 %70’lik alkollii
pamuk ile silindikten sonra ilk 2-3 sikim siit atild1 ve 50 m1’lik steril falkon tiiplere 20 m1’ser
ml siit 6rnekleri alindi. Toplanan siit 6rnekleri soguk zincirde biyokimya laboratuvarina
getirildi ve uygulamalara kadar -20 °C’de saklandi.
3.2. Yontem

Analiz ve uygulamalar i¢in ¢6ziindiiriilen siitlerden her bir numunenin 5 ml’si ¢ig siit
olarak ayrildi, ayni siit 6rneklerine (5 ml) laboratuvarda pastorizasyon islemi (72 °C’de 15
sn, Anonim 1) uygulandi. Bu amagla siitler, 1s1ya dayanikli cam tiipler icerisinde, bir tiip
sporu lizerinde, ben-mari’ye yerlestirildi. Dijital termometre (Testo SE&Co.KGaA, Tiirkiye)
ile siitlerin i¢ 1s1s1 72 °C’ye yiikseldiginde 15 sn bekletilerek siitler hemen buz icerisinde 6
°C’ye sogutuldu. Yine ayni siit orneklerine (5 ml) kaynatma islemi (100 °C’de 5 dK)
uygulandi (Metwally ve ark. 2011). Bu amagla 1siya dayanikli cam tiiplerdeki siit 6rnekleri,
su 1s1s1 100 °C olan, ben-mari igerisinde (siit i¢ 1s1s1 90° C) 5 dk bekletildikten sonra hemen

buz igerisinde 6 °C’ye sogutuldu.
Siit Melatonin Diizeylerinin Analizi:

Siit melatonin diizeylerinin analizi Milagres ve ark. (2014)’nin inek siitii i¢in

modifiye ettigi insan direkt tlikiiriik melatonin ELISA kiti (RE54041, IBL International,
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Almanya) ile gergeklestirildi. Siitler 5400 rpm x 15 dk x +4° C’de santrifiij edildi ve tistteki
yagli tabaka uzaklagtirildi. Geriye kalan siit serumu kit prosediiriine gore analizlendi
(Milagres ve ark. 2014). Ornekleme 6ncesinde siit serumu drnekleri 4 kat sulandirildi.
Prosediir:
1- Mikropleyt kuyucuklarina 6rnek ve standartlardan 100’er ul eklendi.
2- Her kuyucuga 50 pl antiserum soliisyonu eklendi. Kuyucuklarin iizeri jelatin bant ile
tamamen kapatildi ve mikropleyt alliminyum folyoya sarilarak shakerda karistirildi.
3- Mikropleyt buz dolabinda (+4° ile +8 °C’de) 16 saat inkiibasyona birakildi.
4- Kuyucuklar, igerigi bosaltildiktan sonra, Wash Buffer ile 4 kez yikand1 ve pleyt kurutma
kagidina ters gevrilerek, igerisi stvidan tamamen bosaltildi.
5- Kuyucuklara 100 pl Biyotin soliisyonu eklendi ve kuyucuklarin tizeri jelatin bant ile
tamamen kapatildi ve mikropleyt aliiminyum folyoya sarilarak shakerda karistirildi.
6- Mikropleyt oda 1s1sinda, 2 saat siireyle shaker {izerinde inkiibe edildi.
7- Kuyucuklar, icerigi bosaltildiktan sonra, Wash Buffer ile 4 kez yikand1 ve pleyt kurutma
kagidina ters cevrilerek, icerisi stvidan tamamen bosaltildi.
8- Kuyucuklara 100 pl Enzim Konjugati eklendi ve kuyucuklarin iizeri jelatin bant ile
tamamen kapatildi ve mikropleyt alliminyum folyoya sarilarak shakerda karistirildi.
9- Mikropleyt oda 1s1sinda, 1 saat siireyle shaker {izerinde inkiibe edildi.
10- Kuyucuklar, igerigi bosaltildiktan sonra, Wash Buffer ile 4 kez yikand1 ve pleyt kurutma
kagidina ters cevrilerek, icerisi stvidan tamamen bosaltildi.
11- Kuyucuklara 100 pl TMB substrat solusyonu eklendi ve kuyucuklarin tizeri jelatin bant
ile tamamen kapatildi ve mikropleyt aliminyum folyoya sarilarak shakerda karistirildi.
12- Mikropleyt oda 1sisinda, 15 dk siireyle shaker iizerinde inkiibe edildi.
13- Kuyucuklara 100 pl TMB stop solusyonu eklendi ve dikkatlice karistirildi. Renk
maviden sartya doniistii.
14- 1k 5 dk igerisinde kuyucuklardaki optik dansite, ELISA reader cihazinda 450 nm’de
belirlendi.
Numune sonuglar1 standart egri lizerinden hesaplandi. Baglangicta numuneler 4 kat

sulandirildig1 i¢in sonuglar 4 ile carpildi ve diizeyler pg/ml olarak verildi.
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Siit Vitamin C diizeylerinin Analizi:

Siit vitamin C diizeyleri, Haag (1985)’mn manuel spekrotofotometrik metoduna gore
yapildi.
Prensip: Askorbik asit (Vitamin C) hafif oksitleyici etkenlerle dehidro askorbikasite
doniisiir, dehidro askorbik asit hafif asit soliisyonlarda yavas bir sekilde diketogulonikasite
doniistir. Dehidro askorbik asit ve diketogulonik asit, 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile
reaksiyona girerek bis 2,4-dinitrofenilhidrazonu olusturur.
Kullanilan kimyasallar:
1- Triklor asetik asit (TCA) ¢ozeltisi: (Merck 810) %6’ lik.
2- H2SO4 Cozeltileri (Merck 1830): 4,5 Molar ve 12 Molar
3- Tioiire Cozeltisi (Merck 7978): %5’lik
4- CuSO4 Cozeltisi (Merck 2787): %0,6’ 11k
5- Temel Cozelti: 2 g dinitrofenil hidrazin (DNPH, Merck 803080) 100 ml 4,5 Molar H2SO4

¢ozeltisi i¢inde ¢oziindiirilir, +4° C’de 1 gece bekletilerek filtre edilir.

6- Renk reaktifi: Temel c¢ozelti, %5 Tioilire ve %0,6 CuSO4 Cozeltileri 100/5/5 birim
hacimlerde birlestirilir.
Standart Hazirlama: Vitamin C stokundan (A5960, Sigma) 10 mg tartildi ve 50 ml %6°lik
TCA’da ¢6ziindiirtildi. Boylelikle 200 pg/ml vitamin C standardi olusturuldu. Bu stoktan 2
kat sulandirmalar ile 200, 100, 50, 25, 12,5 ug/ml konsantrasyonunda vitamin C standartlari
elde edildi.
Daha once 5400 rpm x 15 dk x +4° C’de santrifiij edilen ve yagi uzaklastirilmis olan siit
serumu Ornekleri, triklor asetik asitle (TCA) 1/1 oraninda sulandirilarak vortekslendi ve
4100 rpm x 10 dk x +4° C’de santrifiij edilerek istteki siipernatant alinarak prosediirde
kullanildi.
Prosediir:
1- Mikropleyt kuyucuklarina 6rnek, standart ve blankdan (distile su) 50 pl eklendi.
2- Her kuyucuga %6 TCA’dan 50 pl eklendi ve karigtirildi.
3- Her kuyucuga Renk reaktifinden 20 pl eklendi ve karistirildi.
4- Mikropleytin tizeri jelatin bantla sikica kapatildi, karistirildi ve 38°C’de 4 saat inkiibe
edildi.
5- Her kuyucuga 12 M H2SO4’den 100 pl eklendi.
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6-Ilk 5 dk icerisinde kuyucuklardaki optik dansite, ELISA reader cihazinda 520 nm’de
belirlendi.
Numune sonuglari standart egri tizerinden hesaplandi. Baslangicta numuneler TCA ile

2 kat sulandirilmis oldugundan sonuglar 2 ile ¢arpildi. Sonuglar mg/100 ml olarak verildi.
Total Protein Diizeylerinin Analizi:

Total protein diizeyleri iki farkli prensibe dayanan 2 yontemle belirlendi.

Lowry Yontemi (Lowry ve ark. 1951)

Prensip: Alkali ortamda Cu+2, proteinin yapisini olusturan peptit baglartyla birleserek
Cu+1’e indirgenir ve biliret kompleksini olusturur. Daha sonra, Folin ve Ciocolteu’nun fenol
reaktifi ilave edilir ve fosfotungstik ve fosfomolibdik asitlerin indirgenmesiyle
molibdenyum mavisi ve tungsten mavisi renkleri meydana gelir. Olusan renkli kompleksin
700 nm’deki optik dansitesi,  spektrofotometrede (UV 2100 UV-VIS Recording

Spectrophotometer Shimadzu, Japonya) dlgiilerek protein diizeyleri belirlenir.
Prosediir:

Bu amagcla, numune ve standart tiiplerine 10 pl siit ve standart ¢ozeltisi eklendi. Kor
tiipiine 10 pl distile su eklendi. Calisma reaktifi hazirlamak i¢in; 0.1 N NaOH’te (Merck
1,06462) % 2’1ik Na2COs (Merck 1,06392) ¢ozeltisi hazirlandi, bu ¢6zelti daha sonra % 1°lik
CuSO04 ¢ozeltisi (Carlo Erba UN3077) ve % 2’°lik Na-K tartarat ¢ozeltisi (Carlo Erba 474117)
ile 98/1/1(v) oraninda karistirildi. Tiiplere ¢alisma reaktifinden 2,5 ml eklendi. Tiipler
vortekslendi ve 25°C’de 10 dk bekletildi. Tiiplere, hacimsel olarak 1/1 oranda distile su ile
hazirlanan Folin-Ciocalteu’s reaktifinden (Carla Erba UN3264) 0,25 ml eklendi. Tiipler
kanistirildi ve 25°C’de 30 dk bekletildikten sonra, absorbanslar spektrofotometrede 700

nm’de kore kars1 okundu.

Si1gir serum albiimini (Sigma-A2153) standart olarak kullanildi ve protein diizeyleri,
standart ile ¢izilen absorbans-konsantrasyon grafigi iizerinden hesaplandi. Diizeyler g/dl

olarak verildi.

Bradford Yontemi (Bradford 1976)

Prensip: Coomassie brillant blue G250 boyas1 (Sigma 27815), negatif bir yiike

sahiptir ve protein lizerindeki amino asitlerin pozitif ylikiine baglanir (Bradford, 1976).
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Olusan renkli kompleksin 595 nm’deki optik dansitesi spektrofotmetrede dlciilerek, protein

diizeyleri belirlenir.
Prosediir:

40 mg Coomassie Brillant blue G250, 50 ml % 95’lik etanolde ¢6ziildiikten sonra,
tizerine 55 ml % 85’lik fosforik asit (Sigma 79617) eklendi. Son hacim bidistile suile 1 L’ye
tamamlandi. Hazirlanan reaktiften her bir ornek, standart ve kor tiipiine 1 ml eklendi.
Reaktifin tizerine 6rnek ve standartlardan 20’ser pl eklendi. Kor tiipii i¢in 20 pl bidistile su
kullanild1. Tiipler karistirtlip 10 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra 595 nm’de

spektrofotometre ile absorbans dl¢iimleri yapildi.

S1g1r serum albiimini standart olarak kullanildi ve protein diizeyleri, standart ile ¢izilen

absorbans-konsantrasyon grafigi tizerinden hesaplandi. Diizeyler g/100 ml olarak verildi.

Istastistik:

Elde edilen degerler SPSS 15.0 programinda ANOVA ile degerlendirilerek,
gruplararas1 farkliliklar post-hoc Duncan testi ile ortaya konuldu. Bradford ve Lowry
metodlart ile belirlenen total protein diizeyleri arasindaki iligkiler student’s t-testi ile
belirlendi. Korelasyon analizleri, veriler normal dagilim gosterdiginden, Pierson testi ile

yapildi. p<0.05 6nem diizeyinde énemli kabul edildi.

15



4 BULGULAR

Cig siit ile pastorizasyon ve kaynatma 1s1l islemi uygulanan siitlerde melatonin,
vitamin C ve total protein diizeyleri Cizelge 4.1’de sunuldu. Kaynatma islemi uygulanan siit
orneklerinde melatonin diizeyleri (4,20+0,39 pg/ml), ¢ig siit 6rneklerine (3,19+0,25 pg/ml)
kiyasla ytikseldi (p<0,05). Vitamin C diizeyleri incelendiginde kaynatma ile elde edilen
diizeyler (20,29+1,24 pg/ml), hem ¢ig siit (31,79+2,37 pg/ml) hem de pastdrize siit
diizeylerinden (29,87+1,59 ug/ml) diisiik (p<0,001) olarak saptandi. Total protein diizeyleri
degerlendirildiginde, Bradford yontemi ile gruplar arasinda bir farklilik yok iken Lowry
yontemi ile belirlenen diizeyler kaynatma uygulanan grupta diger gruplara gore onemli
diizeyde disti (p<0,001). Cig siit ve pastorize siitteki total protein diizeyleri Bradford
yontemi ve Lowry yontemi ile belirlenen diizeyler agisindan birbiri ile yakin bulundu
(p>0,05). Kaynatma uygulanan gruplarda ise Bradford yontemi ile belirlenen diizeyler
(2,26+0,13 g/dl), Lowry medodu ile belirlenen diizeylerden (1,92+0,09 g/dl) yiiksek olarak
belirlendi (p<0,05).

Cizelge 4. 1: Cig siit ile pastorizasyon ve kaynatma 1sil igslemi uygulanan siitlerde melatonin, vitamin C ve
total protein diizeyleri (Ortalama+Standart hata) (n=20)

Siit Melatonin Vitamin C Total Protein Total Protein p
Numuneleri pe/ml mg/100 ml Bradford g/dl Lowry g/fdl
Cig stit 3191025 © 3,1840,24 = 2,33£0,07 2324007 =
Pastdrizasyon 3424024 = 2,99+0,16 = 227010 2,28+0,05 = -
Kaynatma 4,20+0,39 = 2,030,112 ® 2,26£0,13 A 1,92:0,09 * B <0,05
p <0,05 <0,001 - =0,001

Avni siitunda olan kiigiik harfler istatistiki farklilig: gésterir. Avni satirdaki biivitk harfler Bradford ve Lowry
metodu ile &lgiilen total protein diizeylerinin farkliligma géstenr.

Cig siit, pastdrizasyon ve kaynatma 1s1l islemi uygulanan siitlerde ilgili biyokimyasal
parametreler arasindaki korelasyonlar ¢izelge 4.2, 4.3 ve 4.4.’de sunuldu. Cig siit
orneklerinde Bradford metodu ile Lowry metodu kullanilarak belirlenen total protein
diizeyleri arasinda yiiksek pozitif korelasyon belirlendi (r=0,723, p<0,01). Pastdrizasyon
uygulanan siit 6rneklerinde melatonin ve vitamin C diizeyleri arasinda zayif negatif (r=-
0,114, p<0,05) korelasyon, Bradford metodu ile Lowry metodu kullanilarak belirlenen total
protein diizeyleri arasinda yiiksek pozitif korelasyon belirlendi (r=0,838, p<0,01). Kaynatma
islemi uygulanan siitlerde melatonin ile vitamin C arasinda negatif (r=-0,572, p<0,01),

vitamin C ile Bradford yontemi ile belirlenen total protein diizeyleri arasinda diistik pozitif
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(r=0,487, p<0,05) korelasyonlar belirlendi. Bradford metodu ile Lowry metodu kullanilarak
belirlenen total protein diizeyleri arasinda, diger uygulamalara gore kiyaslandiginda, zayif

pozitif korelasyon belirlendi (r=0,449, p<0,05).

Cizelge 4. 2: Cig siitlerde biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyonlar (r, Pierson’s test, n=20)

Cig Siit Total Protein

Vitamin C pg/ml Total Protein Lowry g/dl
Bradford g/dl

Melatonin 0,101 0,270 0,264

pg/ml

Vitamin C pg/ml 0.290 0.912

Total Protein 0.723"

Bradford g/dl

** <D 01

Cizelge 4.3: Pastorizasyon islemi uygulanan siitlerde biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyonlar (r,

Pierson’s test, n=20)

Pastorize Sit

Vitamin C pg/ml

Total Protein
Bradford g/dl

Total Protein

Lowry g/dl

Total Protein
Bradford g/dl

Melatonin 0,114 0,321 0,218

pg/ml

Vitamin C pg/mil 0.140 393
0,838

** p=0.01

Cizelge 4.4: Kaynatma islemi uygulanan siitlerde biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyonlar (r,

Pierson’s test, n=20)

Kaynatma Total Protein

Vitamin C pg/ml Total Protein Lowry g/dl
Bradford g/dl

Melstonin 0,572" 077 0,026

pg/ml

Vitamin C pg/ml 0487 0,049

Total Protein 0.443

Bradford g/dl

*p<0.05
*% n<0,01
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5.TARTISMA

Isil islem uygulamalarinin siit bilesenlerinde bir takim degisikliklere neden oldugu
bilinmektedir. Siite uygulanan 1s1l islemler sonrasinda siitte bulunan proteinlerin
konformasyonlarinin degistigi ve boylece proteinlerin denatiirasyona ve/veya agregasyona
ugradiklar1 bildirilmektedir (Jimenez-Saiz ve ark. 2015, Lamberti ve ark. 2018). Kegi
siitiinde temel olarak 5 protein tipi bulunur; bunlar as2-kazein, B-kazein, k-kazein, [-
laktoglobulin ve a-laktalbumindir. Major protein fraksiyonu kegci siitiinde f-kazein iken inek
stitinde bu, asl-kazeindir (Chandan ve ark. 1992). Kegi siitiiniin kazein miselleri inek
siitlinlinkinden daha az ¢Oziiniir formdadir ve 1s1 karsisindaki dayanilirligi daha azdir,
dolayzst ile 1s1 artis1 ile B-kazein kaybi daha fazladir (Juarez ve Ramos 1986). Giliniimiizde
geleneksel kaynatma yOnteminin siit proteinleri icerigi ve konformasyonel degisimi
hakkinda sinirli veri bulunmaktadir: proteinlerin 55-70°C’de ikincil yapilarinin bozuldugu,
70-80°C’de disiilfit baglariin koptugu, 80-90°C’de yeni intra- ve inter-molekiiler baglarin

kuruldugu ve 90-100°C’de agregatlarin olustugu bildirilmektedir (Wal 2003).

Inek siitiinde, ayni siit 6rnekleri iizerine geleneksel kaynatma (98°C’de 16 dk) ve
mikrodalga yontemi ile 1s1l islem uygulamasi sonucunda, tek yonlii elektroforezde whey
protein (o- laktalbumin) bantlarinin zayifladigi, B- laktoglobulin bantlarinin ise neredeyse
kayboldugu belirlenmistir (Lamberti ve ark. 2018). Bloom ve ark., (2014) da 20 dk’dan uzun
kaynatma islemi uyguladiklar inek siitiinde o- laktaloumin ve B- laktoglobulinin yiiksek
molekil agirlikli agregatlarinin oldustugunu bildirmislerdir. Yilmaz, (2017) taze keci siitii
ile marketlerde satilan ticari UHT kegi siitlerini karsilastirdigi calismasinda kegi siitii total
protein diizeylerinin taze siit (% 3,04 = 0,17) ve ticari siitlerde (% 2,94 + 0,02) istatistiksel
olarak farkli olmadigini bildirmistir. Taze inek siitiinde ise protein diizeyleri % 3,66 = 0,16
iken, ticari inek siitiinde bu deger % 2,71 + 0,07 olarak belirlenmis ve istatistiki olarak diisiik
oldugu rapor edilmistir. Yilmaz (2017) ¢alismasinda siit protein diizeylerini belirlemek icin
FOSS MilkoScanTM FT-120 (Foss electric, Denmark) cihazini kullanmistir. Taze ve
pastorize keci siitlinde formol titrasyon testi ile belirlenen total protein diizeyleri 2,90 g/dl,
63 °C’de 30 dk 1s1l islem uygulanmis ve yagi ve hiicreleri alinmis (9800 rpm x 4 °C x 15 dk)
stitte 2,63 g/dl olarak bildirilmistir (Paz ve ark. 2014). Diger yandan Moreno-Montoro ve
ark. (2015), Kjeldahl metodu ile belirledikleri kegi siitii total protein diizeylerini ¢ig siitte
3.62 £ 0.19 g/100 g, santrifiij edilmis ¢ig siitte 4.10 + 0.33 g/100 g olarak bildirmislerdir.
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Rukke ve ark. (2010) da santrifiij ettikleri ve yagini aldiklar ¢ig kegi siitiinde Kjeldahl
metoduna gore belirledikleri total protein diizeylerini 1.72-3.31g/100 g olarak
bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada 5400 rpm x 15 dk x +4°C’de santrifiij edilerek hem yagi
hem de siit hiicrelerinden ayrimlanan siit 6rneklerinde Bradford yontemi ile belirlenen total
protein diizeyleri 2,33 + 0,07 g/100 ml, Lowry metodu ile belirlenen total protein diizeyleri
2,32 £ 0,07 g/100 ml olarak belirlendi. Diizeylerin, Rukke ve ark. (2010)’nin bildirdigi
diizeyler arasinda oldugu, diger arastiricilarin bildirdigi diizeylerden ise biraz diisiikk oldugu
gorildii. Kegi siitii (her hangi bir islem uygulanmamis) total protein diizeyleri literatiirde
farkli tilkelerde ve farkli kegi irklarinda 3.28 % (Sawaya ve ark. 1984) ile 4.0 % (Quiles ve
ark. 1984) araliginda bildirilmektedir. Elde edilen farkli sonuglar, protein analiz
metodlarinin farkliligi, ke¢i irklarmin farkliligi, bolgesel farklilik, siit aliminin yilin farkl
zamanlarinda gerceklestirilmesi gibi nedenlerden kaynaklanabilir.

Sunulan ¢aligmada Bradford yontemi ile belirlenen total protein diizeyleri 1s1l islem
uygulamalari ile degisim gdstermezken, Lowry yontemi ile belirlenen total protein diizeyleri
5 dk siireyle kaynatma uygulanan siitlerde, diger gruplara gére 6nemli diizeyde diisiik olarak
belirlendi. Iki metodun calisma prensipleri dikkate alindiginda: Bradford ydnteminde
Commassiebrillinat blue (Commassie blue G250) anyonunun proteinler iizerinde bulunan
NH3" katyonik grubuna baglandigi, polilizin, poliarjinin, politirozin, polihistinin peptidleri,
arjinin, histidin gibi baz1 amino asitler ve bazi di ve tri-peptidlerle baglanarak renk verdigi
bildirilmistir (De Moreno ve ark. 1986). Lowry metodunda ise Biiiret ve Folin reaksiyonu
sonucu, Cu* iyonlar1 proteinlerde bulunan peptid baglarina baglanmaktadir (Lowry ve ark.
1951). Amino asit diizeyi arttik¢a Folin reaksiyonunda meydana gelen rengin, proteinlere
gore azaldigi da bildirilmistir (Andersch ve ark. 1933). Dolayisi ile sunulan projede, kegi
stitii proteinlerinin 5 dk kaynatma islemi sonucunda peptid baglarinin sayisinin azaldig: ve
boylece Lowry yontemi ile belirlenen total protein diizeylerinin diistiigli sonucuna
varilabilir. Siitlerde, 0Ozellikle 1s1l islem uygulamasi sonrasinda protein diizeylerinin
belirlenmesi amaciyla ‘total nitrojen diizeylerinin belirlenmesinin’ daha hassas ve net
sonuglar verecegi 6ngoriilmektedir.

Melatonin, sirkadyen ritim {iizerine etkili, antioksidan (Maksimovich 2002),
antikanser (Dullo ve Chaudhary 2009) 6zellikleri bulunan bir hormondur. Melatonin sentez
ve salmimi karanlikta artmakta, aydinlikta 1s1k ile birlikte baskilanmaktadir (Ozgiiner ve ark.

1995). Ozellikle gece saat 23:00-05:00 siralarinda melatonin salgilanmasi en yiiksek

19



seviyeye ulasir; hiicre iginde ve kandaki konsantrasyonu giindiize nazaran 3-10 kat artar
(Claustrat ve ark. 2005). Fotoperiyodik olarak pineal bezden sentezlenen melatonin
hormonunun insan, inek ve kegi siitinde varhi@i ve diizeyleri (5-25 pg/ml) ortaya
konulmustur (Eriksson ve ark. 1998, Valtonen ve ark. 2005). Melatoninin siitteki
konsantrasyonu, serum konsantrasyonu ile paralel olarak diiirnal bir seyir izlemektedir; en
yiiksek konsantrasyon gece, en diisiilk konsantrasyon 6gle saatlerindedir. Bu nedenle gece
saatlerinde sagilan siitler (gece 2-4 arasi), giindiiz sagilan siitlere oranla daha yiiksek
melatonin igermektedir (Milagres ve ark. 2014). Melatonin diizeyi yiiksek gece siitiiniin
kristallestirilmesi ile elde edilen ve normal siit melatonin diizeylerinin 100 kat1 daha fazla
melatonin iceren preparatlar Ozellikle uyku sorunu ceken bireyler igin ticari amaclh
satilmaktadir (Anonim 2). Sunulan ¢alismada gilindiiz saatlerinde mera doniisiinde alinan
keci siitii melatonin diizeyleri, ineklerde giindiiz siitiinde bildirilen degerlere yakin ¢ikmistir.
Yiiksek melatonin igeren siitlerin elde edilebilmesi i¢in &zellikle sabah 03:00-04:00
saatlerinde sagilan siitlerin temini gerekmektedir. Bu anlamda sabah 10:00 ve aksamiizeri
yapilan sagimlarda diisiik melatonin iceren kegi siitii elde edilebilecektir. Islenmis inek
stitiindeki (UHT, pastdrize) melatonin diizeylerinin, ¢ig siittekine gére daha diisiik oldugu
bildirilmistir (Schaper ve ark. 2015). Sunulan ¢aligmada ise 1s1l islem uygulamalarinin kegi
stitii melatonin diizeylerinde bir diismeye neden olmadigi gézlemlendi. Bu anlamda gece
sagilan ve 1s1l islem uygulanan kegi siitiiniin, inek siitiine gore daha avantajli olabilecegi
Oongoriilmektedir.

Yapilan literatiir taramalarinda melatoninin siitte tasinmasi ile ilgili bir ¢alismaya
rastlanilmadi. Insan kan plazmasinda melatoninin 6zellikle albiimine baglanarak tasmdig
(Cardinali ve ark. 1972), total melatoninin (bagli ve serbest) %23 kadarinin ise serbest
oldugu bildirilmistir (Kennaway ve Voultsios 1998). Sunulan calismada, serbest melatonin
diizeylerinin Ol¢iildiigli yontemde (ELISA), kaynatma islemi sonrasinda siit melatonin
diizeylerinin pastorize ve ¢ig siit orneklerine gore yliksek oldugu gozlemlendi. Kegi siitii
yapisinda bulunan 5 temel protein fraksiyonundan o-laktalbuminin siitte melatonin
tasinmasinda roliiniin olabilecegini diisiinmekteyiz. Inek siitiinde, 1s1l islem uygulamasi
sonucunda, elektroforetik incelemede, o- laktaloumin bantlarinin zayifladigi, -
laktoglobulin bantlarinin ise neredeyse kayboldugu belirlenmistir (Lamberti ve ark. 2018).
Yine 20 dk’dan uzun kaynatma islemi uygulanan inek siitinde o- laktaloumin ve -

laktoglobulinin yiiksek molekiil agirlikli agregatlarinin oldustugu bildirilmistir (Bloom ve
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ark. 2014). Bu bilgiler 1s1g1nda, kegi siitiinde bulunan laktalbumine bagli melatoninin, 1s1l
islem uygulamasi sonrasinda laktalbuminin denatiirasyonu ve/veya agregasyonu neticesinde
serbest hale gecerek, ELISA analizinde ¢ig siit ve pastoriize siite gore daha ytliksek diizeyde
belirlenmis olmasi olasidir.  Siitte melatonin analizi yapilacaginda melatoninin siit
proteinlerinden tamamen serbest hale getirilmesi i¢in bir takim protein denatiirasyon
yontemlerinin uygulanmasinin uygun olacagi kanaatine varildi.

Kegi siitiinde vitamin C diizeyleri 0,9 mg/100 ml (Sawaya ve ark. 1994), 1,5 mg/100
ml (Guo 2003), 2 mg/100 ml (Getaneh ve ark., 2016), 3,7-6,4 mg/100 ml (Lavigne ve ark.,
1989) olarak bildirilmistir. Sunulan ¢alismada belirlenen vitamin C diizeyleri literatiir
verileriyle uyumlu olarak 3,18 mg/100 ml olarak belirlendi. Oksidasyona olduk¢a duyarls,
suda ¢oziinen ve antioksidan bir vitamin olan vitamin C’nin 1s1l islem sonrasinda kaybinin
az olmasi siitlin besinsel degerinin artmasina yol acacaktir. Lavinge ve ark. (1989) 76 °C’de
16 sn, 81°C’de 16 sn, 85 °C’de 4 sn, 63 °C’de 30 dk ve 135 °C’de 4 sn boyunca uyguladiklari
11l iglem sonrasinda kegi siitlinde vitamin C diizeylerinin sirastyla %35, %10, %25, %40 ve
%30 oranlarinda azaldigini bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada pastdrizasyon 1sisinda (72
°C’de 15 sn) siit vitamin C diizeylerinde, ¢ig siit diizeyleri ile karsilastirildiginda, Lavinge
ve ark. (1989)’nin 76 °C’de 16 sn’lik 1s1l islem sonrasinda %5’lik diisiis sonucuyla uyumlu
olarak, %6’lik bir diisiis belirlendi ancak bu diisiis istatistiksel olarak 6nemli bulunmadi
(p>0,05). Insan siitiinde pastorizasyon islemi sonrasinda ¢ig siite kiyasla %20 oraninda bir
azalma oldugu bildirilmistir (Molto-Puigmarti ve ark. 2011). Pastorizasyon (73 °C’de 15 sn)
islemi sonrasinda deve siitiinde %15°lik, inek siitiinde ise %10’luk bir azalma tespit
edilmistir (Mehaia 1994). Bu bilgiler 1s18inda, ke¢i siitliiniin vitamin C ydniinden
pastorizasyon 1s1s1 karsisinda diger tiirlere gore daha avantajli oldugu sonucuna varilabilir.
Sunulan ¢alismada kaynatma islemi (5 dk) sonrasinda ise vitamin C diizeylerinde 6nemli
diizeyde azalma (%36°lik azalma, p<0,001) tespit edildi. Kegi siitiinde geleneksel kaynatma
yonteminin siit vitamin C diizeylerine etkileri net olarak bilinmemektedir. Sunulan
calismadaki sonuglar Lavinge ve ark. (1989)’in 63°C’de 30 dk ve 135°C’de 4 sn 1s1l islem
uygulamalar1 sonrasinda elde ettikleri diisiis araliginda idi. 100°C’de 30 dk 1s1l islem
sonrasinda vitamin C diizeylerinin inek siitiinde %48, deve siitiinde %67 oraninda diistiigii
rapor edilmistir (Mehaia, 1994). Sunulan calismada kegi siitiinde geleneksel kaynatma

yonteminin vitamin C diizeylerini 6nemli diizeyde diisiirdiigii belirlendi ancak tipki
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pastorizasyonda oldugu gibi, geleneksel kaynatma yonteminde de, keg¢i siitiiniin vitamin C
yoniinden, diger tiirlerin siitlerine gore, daha avantajli oldugu sonucuna varilabilir.

Siit melatonin ve vitamin C diizeyleri arasindaki iliski ile ilgili bir literatlir veriye
rastlanilmadi. Melatonin ile vitamin C arasindaki iligki ile ilgili yapilan ¢alismalarda;
yaslilarda plazma melatonin diizeyleri diiserken vitamin C diizeylerinin degismedigi (Lasisi
ve ark. 2012), akciger toksisitesi olusturulan ratlarda melatonin ve vitamin C’nin birlikte
uygulamasinin iyilestirici etkilerinin oldugu (Karadz ve ark. 2002), periodontal tedavi
uygulanan kisilerde melatoninin tek basina klinik parametreleri yeterince iyilestirmedigi
ancak melatonin ve vitamin C’nin birlikte uygulanmasinin, klinik belirtileri iyilestirdigi
bildirilmigtir (Chitsazi ve ark. 2017). Sunulan ¢aligmada ¢ig siitte melatonin ile vitamin C
arasinda bir korelasyon saptanmadi. Pastdrizasyon ve kaynatma uygulanan siitlerde
rastlanan zayif korelasyonlarin, 1s1l islem ile birlikte vitamin C diizeylerinin diismesi ve
melatonin diizeylerinin yilikselmesi ile ilgili oldugu kanaatine varildi. Antioksidan etkinligi
bulunan melatonin ve vitamin C’nin meme savunma mekanizmalar1 iginde 6nemli yer
tutacag1 ongoriildiiglinden, meme sagligi konusunda bu iki parametre ile ilgili daha ileri

calismalarin yapilmasi 6nerilmektedir.

6.SONUC VE ONERILER

Kegi siitiine uygulanan pastorizasyon isleminin (72 °C’de 15 sn), siit melatonin,
vitamin C ve total protein diizeylerini ¢ig siite gore degistirmedigi, 5 dk kaynatma
uygulamasinin ise proteinlerin denaturasyonu ve/veya agregasyonuna neden olabildigi,
ayrica vitamin C diizeylerini diigiirdiigii belirlendi. Bu bilgiler 1s1ginda kegi siitiiniin
biyoyararlaniminda pastorizasyon isleminin, geleneksel kaynatma igslemine gore daha {istiin

oldugu  diigtindildi. Siitlerde ELISA metodu ile melatonin analizi yapilmadan once,

melatoninin siitte bagli bulundugu proteinden ayristirilmasi amaciyla, siitiin, bir 6n islemden
gecirilmesinin, sonuglarin daha dogru olarak tespit edilmesinde faydali olabilecegi

Ongoriildii.
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