Siitiin Dogal Anti-Mikrobiyel Sistemlerinin Aktivasyonu

Yaklasik son 20 yildir ¢ig siitiin korunmasinda siitiin dogal anti-mikrobiyel sistemlerinden
yogun olarak yararlanilmaktadir. Bu amagcla yararlanilan en etkin sistem laktoperokisdaz sistemidir
(LP sistemi). Laktoperoksidaz sistemi, siitte dogal olarak bulunan laktoperokisdaz enzimi (E.C.
1.11.1.7; LPO, donér oksidorediiktaz) ve esit molar konsantrasyonlarda tiyosiyanat (SCN’) ve
hidrojen peroksit (H,O,) igermektedir. Laktoperoksidaz enzimi, HyO, varliginda SCN™yi okside
etmekte ve ana oksidasyon iirinii olan hipotiyosiyanit (OSCN") araciligi ile antibakteriyel etki
yaratmaktadir. Bu reaksiyon sonunda insan sagligina zarar vermeyen ancak bir¢ok Gr (+) ve Gr (-)
bakteri ile sitoplazmik enzimler iizerinde inhibisyon etkisi yaratan bazi ara {riinler de aciga

cikmaktadir. Laktoperoksidazin etki mekanizmasi asagida gosterilmektedir:

laktoperoksidaz
2SCN™ + H,0, +2H"
(Tiyosiyanat)

(SCN), + 2H,0

v

v

(SCN), + H,0 HOSCN + SCN™ + H*

H" + OSCN

v

HOSCN <
(Hipotiyosiyanoz asidi)

Bazi durumlarda SCN™ direkt olarak OSCN “ye okside olabilmektedir.
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Normal kosullarda, inek ve koyun siitleri antibakteriyel etki yaratacak diizeyde
laktoperoksidaz enzimini dogal olarak icermektedir. Ancak, LP sisteminin aktive olabilmesi i¢in
gerekli olan diger parametrelerin [tiyosiyanat (SCN’) ve hidrojen perokisit (H20,)] esit molar
konsantrasyonlarda siitte yer almasi gerekmektedir. inek siitii ortalama 10-15 mg I diizeyinde
SCN’ igermektedir ve bu diizey ¢ogu zaman LP sistemi aktivasyonu i¢in yeterli olmaktadir. Burada
LP sisteminin aktivasyonu icin tek sinirlayici faktor H,O, konsantrasyonudur. Her tiirli kosulda
H,0,’nin ¢ig siite disaridan ilavesi bir zorunluluktur. LP sisteminin bakteriler tizerindeki inhibisyon
etkisi stirekli ya da tersinir olabilmektedir. Streptococci spp. ve Lactobacilli spp. gibi birgok Gr (+)
bakteri LP sistemi tarafindan kismen inhibe edilmektedir. Buna kargin LP sistemi Gr (-) bakteriler
tizerinde ¢ok daha etkilidir. LP sistemi basta Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus ve

Eschericia coli olmak iizere bir¢ok patojen mikroorganizma iizerinde de son derece etkin bir



inhbisyon etkisine sahiptir. LP sisteminin etkinligi depolama sicaklig: ile iliskilidir ve depolama
sicakligi azaldikg¢a LP sisteminin etki siiresi de artmaktadir (Bkz. Cizelge 9).

LP sisteminin aktivasyonu sonucunda yogurdun ve peynirin inkiibasyon siiresi uzamaktadir.
Ornegin; 20 mg kg'1 diizeyinde SCN™ ve H,0, ilave edilmis siitlerden {iretilen yogurtlarda
inkiibasyon siiresi 243 dakika olarak belirlenmisken, 80 mg kg™ diizeyinde SCN™ ve H,0, ilave
edilmis siitlerden {iretilen yogurtlar 364 dakikada inkiibasyon son noktasina ulasmistir. Ayrica,
yogurda islenecek LP sistemi aktive edilmis siitlerde kalintt HoO,’nin varligi termofilik yogurt
bakterilerinin inhibisyonuna ve dolayisiyla inkiibasyon ve depolama sirasinda asitlik gelisiminin
yavaglamasina neden olabilmektedir. Dolayistyla, LP sisteminin aktivasyonu i¢in gerekli
parametrelerin dikkatli secilmesi gerekmektedir. En uygun SCN" ve H,O; konsantrasyonlarinin 20-

40 mg kg™ araliginda oldugu bildirilmektedir.

Cizelge 9. Cig siitiin depolama sicaklig1 ile LP sisteminin aktivasyon
stiresi arasindaki iligki.

Depolama Sicakhigi (°C) Etki Siiresi (saat)
30 7-8
25 11-12
20 16-17
15 24-26

Laktoperoksidaz sisteminin {i¢ temel bileseni bulunmaktadir. Bunlar; laktoperoksidaz enzimi,

hidrojen peroksit ve tiyosiyanattir.
Laktoperoksidaz (LPO)

Laktoperoksidaz (EC 1.11.1.7; LPO) peroksidaz-siklooksigenaz ailesine ait bir enzimdir ve
inek siitiinde en yaygin bulunan enzim konumundadir. Inek siitii toplam serum proteinlerinin
yaklasik %]1’ini olusturmaktadir. LPO demir (Fe+3) iceren hem grubuna sahip bir enzimdir. Inek
siitii kokenli LPO 612 aminoasit igermektedir ve izoelektrik noktast pI=9.6’dir. Yaksasik molekiil
agirhigr ise 78 000 Da’dir. Inek siitiinde ortalama LPO konsantrasyonu 1.4 U/ml diizeyindedir. pH
4-7 araliginda aktivite gostermesine karsin en yiliksek enzimatik aktivite pH 6.0 dolayinda elde
edilmektedir. In vitro ¢alismalarda pH 3’e kadar dayanim gdsterdigi de bildirilmektedir.

LPO’nun 1siya karst direnci nispeten yliksektir. Bu nedenle, pastdrizasyon etkinliginin
Ol¢iimiinde indikator olarak da kullanilmaktadir. LPO’nun temel fonksiyonu hidrojen peroksit ile
tiyosiyanat arasindaki reaksiyonu katalizlemektir ve 74 °C’de kisa siireli 1sil islemlere karsi

varligint koruyabilmektedir. LPO’nun tamamen inaktivasyonu i¢in > 78 °C’de 15 saniyelik 1s1l



islem uygulamas1 gerekmektedir. Asidik kosullarda muhtemelen yapisinda yer alan demirin
coziinmesine bagli olarak 1s1 stabilitesinde azalma meydana gelmektedir. Riboflavin varliginda 1518a
kars1 direnci zayiflamaktadir. L-askorbik asit varliginda ise LPO aktivitesi durmaktadir. Laktoz,
serum proteinleri, sodyum, magnezyum ve kalsiyum klorid varliginda aktivitesi stimiile edilirken,

kazein varliginda aktivitesi 6nemli 6l¢iide diismektedir.

Tiyosiyanat (SCN")

Tiyosiyanatinana kaynagi hayvansal dokular ve salgilardir. Kan ve tiikiirik sivisinda
tiyosiyanat konsantrasyonu sirastyla, 0.1-0.3 mg/kg ve 1-27 mg/kg’dir. Inek siitleirnde tiyosiyanat
konsantrasyonu besleme rejimine gore degiskenlik gostermektedir. Normal kosullarda inek siitiinde
tiyosiyanat konsantrasyonu 1-10 mg/kg arasinda degismektedir. inek siitiiniin SCN™ konsantrasyonu
LPO aktivitesini saglayacak diizeyin altindadir. LPO sisteminin aktivasyonu i¢in 15 mg/kg
diizeyinde SCN “ye gereksinim duyulmaktadir.

SCN-, lahana, Briiksel lahanasi, karnabahar, turp gibi Brassica (family Cruciferae)

genusuna bagli sebzelerde yiiskek konsantrasyonlarda yer almaktadir.

Hidrojen peroksit (H,0,)

Siitiin dogal katalaz ve peroksidaz enzimlerinin H2O;’yi indirgeme 6zelliginden dolay1 inek
stitinde H,O, konsantrasyonu LPO sistemini aktive etmeye yetecek diizeyde degildir. Bununla
birlikte, siite Ozellikle laktobasiller, laktokoklar ve streptokoklarin kontaminasyonu sonucunda
H,0, konsantrasyonunda kismi bir artis meydana gelmektedir. Siitte LPO sistemini aktive tmke igin
gerekli H;O, diizeyine ulasabilmek amaciyla siite sodyum perkarbonat gibi H,Os.iireticisi
bilesenlerin ilavesi de s6z konusudur. Buna karsin, LPO aktivasyonu i¢in en yaygin yontem siite

direkt H,O, ilavesidir.

LAKTOFERRIN (LF)

Laktoferrin (eski adi ile laktotransferrin) demir baglama 6zelliginde bir glikoproteindir ve
transferin ailesine aittir. Tek zincirli yapida ve 203 aminoasit igeren LF meme bezlerinde
sentezlenmekte ve bronglar ile tiikiiriik bezlerinde de yer almaktadir. Molekii agirligi 80 kDa
dolayinda olan LF gii¢lii bir antimikrobiyel etkiye sahiptir. Tripsin ve tripsin benzeri proteolitik
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enzimler tarafindan proteolize karsi direngli protein fraksiyonudur. Inek siitinde LF
konsantrasyonu 0.2 mg/ml, kolostrumdaki diizeyi ise 1 mg/ml dolayindadir. Mastitis LF
konsantrasyonunda artisa neden olmaktadir. Beslenme rejimine bagli olarak inek siitlerinde LF
konsantrasyonu degismektedir.

LF hem bakteriyostatik hem de bakterisidal etki gostermektedir.Bakterileirn 6nemli bir
boliimii gelisim icin demire gereksinim duymaktadir.LF’nin demir baglama 6zelliginden dolay1
bakterisller gelisimleri i¢in gerekli demire erisemedeiklerinden gelisimleri yavaslamakta ya da
durmaktadir. LF’nin bir diger antibakteriyel etki mekanizmasi ise LF’nin yiizeyinde lokalize olan
katyonik gruplarin Gram (-) bakterilerin lipopolisakkaritleri ile direkt interaksiyonu temeline
dayanmaktadir. Bu interaksiyon sonucunda hiicre permeabilitesini (gegirgenligini) degisiklige
ugratarak lipopolisakkaritlerin hiicreden sizmasina neden olmaktadir. Boylece, hiicre biitiinliigiinii
kaybederek inaktivasyona ugramaktadir.

LF’nin antibakteriyel etkisi siitin Ca*? ve sitrat konsantrasyonu ile yakindan iliskilidir.
Genellikle, Ca*? ve sitrat konsantrasyonu ile LF’nin antibakteriyel kapasitesi arasinda ters iliski
bulunmaktadir. LF; Escherichia coli, Salmonella typhi, Shigella flexnerii, Shigella dysenteriae,
Aeromonas hydrophila, Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes iizerinde giiglii
antibakteriyel etki gostermektedir. LF’nin antiviral (hepatit C virlisii, parainfluenza viriisii vb..) ve
antiprotozoan (Trypanosoma cruzi, Tritrichomonas fetus, Trichomonas vaginalis, Toxoplasma

gondii and Entamoeba histolytica vb..) etkileri de bulunmaktadir.



