Enzimlere Etkisi

Cig sutteki enzimler;
1. Dogal halde bulunan enzimler,
2. Bakteri faaliyeti sonucu olusan enzimler.

Enzimlerin cogu 30-40 °C’de arasinda nispeten stabil durumdadir ve optimum bir
aktiviteye sahiplerdir.

Optimum sicaklik derecesi asildiginda (genellikle 40 °C ve Uzeri) denatlire olmaya
baslarlar ve aktivitelerini kaybederler.

Termostabil enzimler ylksek sicaklik derecelerine karsi direncli enzimlerdir.



 Enzimlerin aktivitesi ve stabilitesi Uzerine etkili faktorler;

Isil islem,

pH degeri,

Ortamin rutubet icerigi,

Ortamda mevcut enzim substratlari,

Enzim aktivatorlerinin ve inhibitorlerin varligi.



Enzimlerin reaktivasyonu

 Bazi enzimler (katalaz, alkali fosfataz, peroksidaz gibi) 1sil islem
uygulamasindan sonra sogukta depolama sirasinda yeniden aktif hale
gelebilirler.

e ikincil ve Gc¢uinciil yapilarindaki bozulmalar, polimerik enzimlerin alt birimlerinin
veya esansiyel kofaktorin disosiasyonu isitma sirasinda geri donusumli
inaktivasyona yol acabilir.

* Ayrica, 1sitma sirasinda enzim molekillerinden bir kisminin tamamen inaktif
hale gelmek icin vyeterli enerjiyi absorbe etmemeleri de buna neden
olabilmektedir.



Sutteki dogal enzimlerin sayisi 60’In Gzerindedir.

Dogal sit enzimlerinin aktivitelerinden bazi alanlarda yararlanilir;

e Sute uygulanan isil islem siddetinin etkinligini belirlemek,
* Mastitis ve diger meme hastaliklarinin anlasilmasina yardimci olmak,
e Sut ve Urunlerinin kalitesini ortaya koymak.



Alkali fosfataz

 Alkali fosfataz isiya karsi nispeten duyarli, alkali pH degerinde (pH 9.8-9.9) fosforik asit
monoesterlerini parcalayan bir fosfomonoesterazdir.

 Siite 63 °C/30 dakika & 72 °C/15 saniyelik 1s1 uygulamasiyla hem Mycobacterium tuberculosis
yok olur hem de alkali fosfataz enzimi inaktif hale gecer.

e SUtln pastorizasyon kontroltinde alkali fosfataz enziminden (fosfataz testi) yararlanilmaktadir.



* Test sonucunda enzimin varhginin belirlenmesi isil islemin yetersiz oldugunu ya da
pastorize sute ¢ig sut karistigini ifade eder.

* Alkali fosfataz enzimi minimum pastorizasyon sicakliginda inaktif hale gecer, 82 °C ve
Uzeri kisa sureli 1sitmalarda ise stitin depolanmasi sirasinda aktif hale gelebilmektedir.

 Alkali fosfataz reaktivasyonu, fosfataz testinde hatali-pozitif sonuca neden
olabilmektedir.



Alkali fosfatazin reaktivasyonu tGzerine etkili faktorler;

Cig stutlin enzim konsantrasyonu.
Ortamda mineral maddelerin var olmasi.
Ortamin pH degeri.

Isil islem karakteristikleri.

Urtiniin depolama kosullari.

Satun oksijen icerigi.



Asit Fosfataz

Fosforik asit monoesterlerini asidik pH araliginda parcalayan bir fosfomonoesterazdir.

Peynir olgunlasmasinda rol oynamaktadir.

Termostabil bir enzimdir. HTST pastorizasyon kosullarinda aktif halde bulunurken, 80 °C/2
dakika i1sitildiginda aktivitesinin ~%20’sini kaybeder.

UHT sterilizasyon islemiyle aktivitesini ~%80 oraninda kaybeder.

pH degeri azalikca i1siyla denatlirasyona karsi stabilitesi artar.



Ksantin Oksidaz

Sut yag globll membraninin baslica bilesenidir.
Sutte okside tat gelisimi Uzerinde etkili olabilmektedir.
Istya karsi nispeten dayaniklidir.

Homojenizasyon islemiyle YGM’nindan ayrilarak mekanik islemlere ve i1siya karsi duyarhligi
artar.

Homojenize edilmeyen sitlerde daha stabil durumdadir.

Depolanma sirasinda isi stabilitesi azalir.



Katalaz

Katalaz enzimi hidrojen peroksitin su ve oksijen parcalanmasinda katalizor gérevi yapar.
Aciga cikan oksijen ortamda serbest haldedir.

Normal sitte katalaz miktari azdir.

Sutte katalaz miktarindaki artis somatik hticrelerin ya da kontaminant bakterilerin sayisinda
artistan ileri gelir ve kotu kalitenin bir gostergesidir.

Agiz sttlerinin, mastitis ve sap hastaligina yakalanmis hayvanlarin sitlerinin normal sitten
ayirt edilmesinde katalaz aktivitesininden yaralanilir.

Istya duyarlidir. Minimum pastorizasyon normunda (72 °C/15 saniye) inek sttlindeki katalaz
enziminin % 60’1 inaktif hale gelir, fakat 4 °C’de uzun sure depolama sirasinda yeniden aktif

hale gecer.



Laktoperoksidaz

Katalaz gibi hidrojen peroksitin su ve oksijene parcalar. Ancak aciga cikan oksijen serbest
degildir. Bu oksijen laktoperoksidaz tarafindan tiyosiyanat ve iyot gibi kolay oksitlenebilen
maddelere tasinir.

Laktoperoksidaz enziminin isiya karsi dayanimi yuksektir. Pastorizasyon sicakliginda varligini
korur.

Sut 80 °C/5 saniye-3.5 dakika arasinda degisen sirelerde isitildiginda tamamen inaktif hale
gecer.

Bu enzimin aktivitesinden yararlanilarak pastorize sutlin, daha yuksek sicakliklarda isitilan ya
da kaynatilan sutlerden ayirt edilmesi mimkundur.

Sogukta depolanma sirasinda, kalinti enzim duzeyine bagli olarak degisen duzeylerde
reaktivasyon meydana gelebilir.



v-Glutamil transpeptidaz

* y-Glutamil transpeptidaz (GGTP enzimi), y-glutamil bulunduran peptitlerin glutamil
gruplarini diger aminoasitlere ya da peptitlere tasir.

* Enzim, 79 °C’de 16 saniyeden daha uzun streyle i1sitmak suretiyle tamamen inaktif hale
gecer.



Lipoprotein lipaz

Inek siitinin baslica lipolitik enzimidir.
YGM’n1 zarar gormemis sutlerde hemen hemen hicg aktivite gostermesz.

Suatin homojenizasyonu, calkalanmasi, kopurtulmesi, 1sitilip sogutulmasi gibi
teknolojik islemler YGM’'ninin zarar gormesine neden olur ve sitte lipolizi baslatir.

Lipolize ugrayan sltte, Lipoprotein lipaz enziminin etkisiyle tri,di ve monogliseritler
parcalanir ve aciga cikan serbest yag asitleri sabunumsu ransid bir tat olusturur.

HTST pastorizasyonla lipolitik aktivite yok edilebilmektedir. Fakat YGM’ni fazlaca
zarara ugramis sutlerde pastorizasyondan sonra kalinti lipaz aktivitesi
gozlenebilmektedir.

Lipoprotein lipaz i1stya duyarl bir enzimdir. 85 ° C’'de 10 saniye slreyle uygulanan isil
islemlerde tamamen inaktif hale gelir.



Proteinazlar

e Sutteki baslica dogal proteolitik enzimler alkali ve asit stt proteinazlaridir. Bunlardan

asit proteinaz istya nisbeten duyarlidir, 70°C’de 10 dakika streyle 1sitmada tamamen
inaktif hale gelir.

* Normal inek sutiinde plazminin %80’den fazlasi inaktif proenzim (plazminojen)
halinde bulunmaktadir. Plazminojenin plazmine dénldsimi ortamdaki plazmin
inhibitorlerinin ve plazminojen aktivatorlerinin aktivitesine bagldir

* Plazminin inaktivasyonu 100°C'nin altindaki 1sil islem wuygulamalarinda sicaklik
derecesine baglilik gostermekte, 110°C'nin Uzerindeki uygulamalarda ise sicaklik
derecesinden ziyade bekletme stresine bagli olarak degismektedir.



e HTST pastorizasyon isleminde plazmin aktivitesinin %85’den fazlasi korunmakta ve
depolama sirasinda enzimin proteolitik aktivitesinde artar.

Enzimin aktivitesindeki artisin nedenleri,
e plazmin inhibitérinin kismen inaktif hale gelmesi

e plazminojen aktivatorinun daha aktif bir hal alarak plazminojeni plazmine
donustirmesidir.



e SUtun 120°C’de 15 dakika sureyle klasik sterilizasyonunda plazmin tamamen inaktif
hale gelmektedir. Fakat enzimin bazi UHT sterilizasyon uygulamalarina kismen direnc
gosterdigi saptanmuistir.

 Kalinti plazmin aktivitesi, oda sicakliginda uzun sire depolanan UHT sterilize
urtnlerde proteoliz (jellesme, pihtilasma, incelme), acilasma ve camsi goriinis
kusurlarina yol acabilmektedir.

Kalinti enzim aktivitesini azaltmak ve boylece Grinln raf dmrini uzatmak icin sutin;
e 142°C’de en az 16 saniye sureyle sterilize edilmesi

e 25-30°Cyerine 2-4°C'de depolanmasi onerilmektedir.



Ribon(ikleaz

* Bu enzim 3-fosfomononikleotidlerin ve 3-fosfooligononikleotidlerin
endonukleik parcalanmasinda katalizor rolG oynar.

e SUtun 62.5°C'de 30 dakika isitilmasi ribonukleaz aktivitesinde %6 oraninda
azalma meydana getirirken,

e 121°C'de 10 saniye isitilmasi %99.9 azalma saglar.



Diger dogal enzimler

Enzim Isil iglem Kalinti enzim
aktivitesi, %
Glutatiyon peroksidaz 80°C/10 dak. 0
Superoksit dismutaz 75°C/10 dak. 25
5-Nukleotidaz 60°C/30 dak. 80
72°C/15 sn 40
80°C/15 sn 3
N-asetil-b-glukozaminidaz 70°C/15 sn 25
75°C/15 sn 10
>80°C/15 sn 0
a-Mannozidaz 80°C/15 sn 93
85°C/15 sn 24
90°C/15 sn 0
a-L-fukozidaz 60°C/15 sn 78
65°C/15 sn 30




Bakteriyel enzimler
1. Bakteriyel proteinaz ve lipazlar

* Bu enzimler esas olarak gram-negatif psikrotrof bakteriler tarafindan Gretilmektedir.

* Cig sutlerin sagimdan sonra ciftlikte toplanip 2-3 guin stireyle sogukta depolanmasi ve
isletmeye geldiginde sogukta bir glin daha bekletilmesi psikrotrof bakterilerin gelisimini
tesvik eder.

* Sogukta depolanan sitlerde gram-negatif psikrotrof flora icerisinde Pseudomonas cinsi
bakteriler baskin olmak Uzere, Flavobacterium, Acinetobacter, Acromobacter, Alcaligenes ve
koliform mikroorganizmalar bulunmaktadir.



* Bu bakteriler suda ve toprakta bulunmakta ve iyi temizlenmemis ekipmanlardan site
bulasmaktadir.

* Optimum gelisme sicakliklari 20-30°C arasinda degisebilmekle birlikte 10°C hatta 5°C’nin
altinda gelisebilirler.

* Cig sutteki gram-negatif psikrotrof bakterilerin isiya direncleri genellikle zayiftir. Termizasyon
(65°C/10 saniye) islemiyle yeterince elemine edilebilirler. HTST pastorizasyon isleminde

tumu yok edilir.



* Bacillus cinsi spor olusturan psikrotrof bakteriler ise 1siya direnclidir. Normal
pastorizasyon kosullari Bacillus sporlarini yok etmemektedir.

* Sporlarin yok olmasi icin 90°C’de 30 dakika ya da 110°C’de 15 saniye isil islem
uygulanmasi gerekmektedir.

* Psikrotrof bakterilerin cogu isiya duyarl olduklari halde bunlarin salgiladiklari
proteinaz ve lipaz enzimlerinin bazilari pastorizasyon, UHT ve sisede sterilizasyon
islemlerine karsi cok direnclidir, dolayisiyla aktivitelerini korurlar.



Isiya gosterdikleri duyarlik/dirence gore bakteriyel enzimler l¢ grupta toplanabilmektedir:

1.1siya duyarli olan, HTST pastorizasyon (72°C/15 saniye) islemiyle etkili sekilde denatiire
edilenler.

2.Pastorizasyon ve UHT islemlerine direncli ya da kismen direncli olanlar.

3.Dustk sicaklikta (50-65°C/5-30 dakika) inaktif hale gecebilen, fakat UHT islemine
(140°C/5 saniye) karsi direng gosterenler



 UHT islemine en direncli proteinaz ve lipaz enzimleri cogunlukla Pseudomonas turleri
tarafindan Uretilmektedir.

e Bazi Pseudomonas turlerinin (Pseudomonas fluorescens MC 60) Urettigi enzimler isiya
karsi Bacillus stearothermophilus sporlarindan daha fazla diren¢ gostermektedir.

* Pseudomonas turlerinin 70°C’deki termal 6lim sureleri 0.05-0.06 saniye iken, bunlarin
urettikleri proteinazlar ayni sicaklikta birkac saat isitilmak suretiyle yok edilebilmektedir.



Bakteriyel proteinaz ve lipaz enzimleri st ve Urtnlerinde tat ve yapi bozukluklarina yol
acmaktadir.

Bakteriyel proteinaz ve lipazlar gram-negatif bakteri sayisi mililitrede 107 adedi asan siitlerde
en yuksek dlizeyde Uretilmektedir.

Bu tip sutlerden islenen pastorize ve UHT sterilize sitlerde depolama sirasinda kalinti
bakteriyel lipazin faaliyeti sonucu kisa zincirli serbest yag asitlerinin dlizeyi arttigindan ransit ya
da sabunumsu tat kusuru ortaya cikmaktadir.



e Kalinti bakteriyel proteinaz aktivitesi de UHT sterilize sutlerin oda sicakliginda
depolanmasi sirasinda proteolize (pihtilasma veya jellesme) ve tadin acilasmasina
yol acmaktadir

* Bacillus cereus tarafindan Uretilen fosfolipaz enzimi de pastorize sitiun sogukta
depolanmasi sirasinda sut yag globlil membrani Uzerinde faaliyet gostererek

kusurlara neden olmaktadir.



Bakteriyel proteinaz ve lipaz enzimlerinin faaliyetini ve yol acabilecekler;
kusurlari onlemek icin dikkat edilmesi gereken noktalar;

* Mikrobiyolojik kalitesi ylksek cig sut kullaniilmahdir.

e Cig sut sogukta (<4°) 3 glinden fazla saklanmamali ve fabrikaya iletildikten sonra 1
gun icerisinde islenmelidir. Bu mimbkun degilse, cig sute termizasyon islemi
uygulanmalidir.

e Cig sutin temas ettigi kaplar, ekipmanlar ve sut isleme hatti etkili bir sekilde
temizlenmelidir.

e UHT sttldn raf 6mrini uzatmak icin, sterilizasyondan sonra sit 55-85°C'de 3-5
dakika stireyle isleme tabi tutularak isiya direncli enzimlerde yeterli dlizeyde
inaktivasyon saglanabilir.



2. Bakteriyel alkali fosfataz

» Sutteki psikrotrof bakterilerle cig sitin dogal mikroflorasinin da fosfataz enzimleri Grettigi
ve bu bakterilerin pastorizasyon islemiyle 6ldirilmesine karsin enzimlerinin isiya direncli
olduklari gorulmustur.

* Mikrobiyolojik kalitesi kotl olan, 6rnegin mililitresinde 1.2 x 107 adetten daha fazla bakteri
bulunduran cig sttte pastorizasyona direncli alkali fosfataz aktivitesi belirlenmistir.

e Bu durum sutun pastorizasyon kontrolliinde yararlanilan fosfataz testinin sonucunu
etkileyerek yanlis bir degerlendirmeye yol acabilmesi acisindan 6nem tasimaktadir.

* Cok hassas florimetrik 6lcum yontemleri ile dogal ve bakteriyel alkali fosfatazlar
birbirinden ayirtedilebilir.



