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OZET Biyokimya

Bu calismada, pastorizasyon (72 °C'de 15 saniye) ve kaynatma

islemlerinin (100 °C'de 5 dakika) keci siitii melatonin ve toplam Aragtirma Makalesi
protein seviyeleri tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amac¢lanmistir.

Calismada Hatay ilinde 6zel bir ciftlige ait 20 adet saglikli keciden Makale Tarihgesi

alinan stitler kullanilmistir. Her bir siit 6rnegi ¢ig siit, pastorizasyon Gelig Tarthi  : 03.02.2021
islemi (72 °C'de 15 saniye) ve kaynatma islemi (100 °C'de 5 dakika) Kabul Tarihi :01.07.2021

icin egit sekilde boluinmis, 3 grup olusturulmustur. Sttlerin
melatonin diizeyleri ticari ELISA kiti ile, toplam protein diizeyleri

Anahtar Kelimeler

spektrofotometrik olarak manuel yontemlerle belirlenmigtir. Bradford
Kaynatilmis siit oérneklerinde (4.20 + 0.39 pg ml?!) melatonin Lowry
seviyelerinin, ¢ig siit (3.19 = 0.25 pg ml1) érneklerine kiyasla yiiksek Sttt Melatonin

oldugu belirlenmistir (P<0.05). Isil islem gérmiis gruplar arasinda
Bradford yontemi ile belirlenen toplam protein diizeyleri acisindan
fark olmamakla birlikte, Lowry yontemai ile belirlenen kaynatilmis stit
grubu toplam protein diizeylerinin diger gruplara gore 6nemli 6l¢uide
diisiik oldugu belirlenmistir (P<0.001). Bradford ve Lowry yontemleri
ile belirlenen toplam protein diizeyleri acisindan ¢ig sut grubu
(r=0.723, P<0.01), pastorize siit grubu (r=0.838, P<0.01) ve
kaynatilmis siit grubu (r=0.449, P<0.05) icin pozitif korelasyonlar
tespit edilmigstir. Kegi stitline pastorizasyon islemi uygulamasinin siit
melatonin ve toplam protein diizeylerini etkilemedigi, ancak
kaynatma islemi uygulanmasi ile siit toplam protein diizeylerinin
distiigli, melatonin duzeylerinin ise ylkseldigi belirlenmigtir. Bu
baglamda, siitte ELISA yontemi ile melatonin analizi yapilmadan
once, melatoninin bagh oldugu proteinden ayirmak amac ile, siite 6n
islem yapilmasinin yararh olabilecegi 6ngorilmustir.

Toplam Protein

Melatonin Levels After Heat Treatment in Goat Milk: Relation of Total Protein

ABSTRACT Biochemistry
Objective of this study was to investigate the effects of pasteurization )
(15 seconds at 72 °C) and boiling processes (5 minutes at 100 °C) on Research Article

goat milk melatonin and total protein levels. The milk of 20 healthy
goats obtained from a private goat farm were used as materials. Each

Article History

milk sample was divided into 3 for raw milk, for pasteurization and ieceivei 8?83;8;}
for boiling process. Melatonin levels in raw, pasteurized and boiled cocsic TEeE
milk were determined with commercial ELISA kit while total protein K

. . eywords
levels were determined spectrophotometricly by manual methods. Bradford
Melatonin levels in boiled milk samples (4.20+0.39 pg ml'!) increased Lowry
(P<0.05) compared to raw milk (3.19+0.25 pg ml!) samples. While Milk Melatonin

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
process group compared to the other groups (P<0.001). Positive
correlations were determined between total protein levels determined
by Bradford and Lowry methods in raw (r=0.723, P<0.01), pasteurized
(r=0.838, P<0.01) and boiled (r=0.449, P<0.05) milk samples.
Pasteurization process applied to goat milk did not change milk

Toplam Protein
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melatonin and total protein levels, and boiling process decreased total
protein levels, while increased melatonin levels. 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 bound protein.

Ataf igini Ispir M, Peker Akalin P, Kazak F, Bagpinar N 2022. Kegi Siitlinde Isil Islem Sonrasi Melatonin Seviyeleri:
Toplam Protein Iliskisi. KSU Tarim ve Doga Derg 25 (3): 431-438. https://doi.org/10.18016/ ksutarimdoga.vi.
873422,
To Cite: Ispir M, Peker Akalin P, Kazak F, Bagpmar N 2022. Melatonin Levels After Heat Treatment in Goat Milk:
Relation of Total Protein. KSU J. Agric Nat 25 (3): 431-438. https://doi.org/10.18016/ksutarimdoga.vi.873422.
GIRIS fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Melatoninin, inek ve

Keci siitii uretimi sadece az gelismis ulkelerde, temel
beslenme ve ge¢im kaynagi sagladig: i¢in degil, aym
zamanda gelismis {tilkelerdeki insanlarin sofistike
tuketici zevklerine gesitlilik saglamasi1 ve inek sutu
urunleri ile ilgili bir takim sorunlar yasayan kisiler
(alerji, mide-bagirsak problemleri vb.) icin bir
alternatif sunmasi gibi nedenlerle giinimiuzde 6nem
tasimaktadir (Haenlein,1986; Park 2010; Lad ve ark.,
2017; Yilmaz, 2017). Tiirkiye'de gerek dogal, gerekse
ticari olarak en yaygin olarak kullanilan sit inek
stitadir. 2010-2011 verilerine gore, Turkiye toplam
slit iretiminin % 91.7’sini inek sitd, % 6’sin1 koyun
sutli, % 2’sini kec¢i suti ve % 0.3'ni manda sutia
olusturmaktadir (Atasever ve Giilag, 2012). Ortalama
bilesim  bakimindan inek  sltine  benzerlik
gostermekle birlikte, fizikokimyasal niteliklerindeki
baz1 farkliliklar nedeniyle, keci siitii inek sutiinden
daha degerli olarak kabul edilmektedir. Inek siitiine
gore daha yiiksek oranda kiigik ¢aph yag globiilleri
bulundurmasi1 ve sut proteinlerinin 6zellikle de ao-
kazeinin kalitatif ve kantitatif agidan farkhiliklar
gostermesi, kegi stitlinlin daha kolay sindirilebilmesini
saglamaktadir. Bu 6zelligiyle de bebekler, yaglilar ve
sit veren kadinlarin beslenmesinde ustlnlikleri
bulunmaktadir (Yilmaz, 2017). Ayrica keci siitii, sigir
stitiindeki énemli bir alerjen olan as-1 kazeini 6nemli
olciide daha diisiik seviyede icerir (Lara-Villoslada ve
ark., 2004). Kisacasi, keci siitii, inek siiti ile
kiyaslandiginda, daha disiik kolesterol igermesi
(Haenlein, 2004), yag sindirilebilirliginin daha yiiksek
olmas1 (Park ve ark., 2007), baz1 vitamin ve mineral
diizeyleri ile (Belewu ve Aiyegbusi, 2002; Park ve ark.,
2007), non-protein nitrojen iceriginin daha yiiksek
olmas1 (Park ve ark., 2007) gibi nedenlerle, insan
beslenmesinde inek stitiine tercih sebebi
olabilmektedir (Lad ve ark., 2017).

Pineal bez tarafindan, triptofan amino asitinden
sentezlenen bir indol bilesigi olan melatonin, sentez
ve salmimi 1si1k tarafindan kontrol edilen bir
hormondur. Melatonin sentez ve salinimi karanlikta
artmakta, aydinhkta 1g1k ile birlikte baskilanmaktadir
(Ozgiiner ve ark., 1995). Karanhkta ve uykuda iken
sentezlenen melatoninin hiicre yenilenmesi, anti-
aging, anti-kanserojen, bagisiklik  sisteminin
gliglenmesi, uyku diizeninin saglanmasi gibi bir takim
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keci sutiinde 5-25 pg ml! diizeylerinde bulundugu
rapor edilmistir (Eriksson ve ark., 1998; Baskett ve
ark., 2001; Valtonen ve ark., 2005). Melatoninin
stitteki konsantrasyonu, serum konsantrasyonu ile
paralel olarak ditirnal bir seyir izlemektedir ve gece
sagilan siitlerde melatonin dizeyleri giindiz sagilan
siitlere gore yiiksektir (Milagres ve ark., 2014). Yiiksek
melatonin seviyeli gece stiitii tiiketen yash kisilerin
uyku diizeninin iyilestigi rapor edilmistir (Valtonen ve
ark., 2005).

Insan ve rat kan plazmasinda melatoninin ozellikle
albiimine baglanarak tasindign (Cardinali ve ark.,
1972), toplam melatoninin (baglh ve serbest) % 23
kadarimin ise serbest oldugu bildirilmistir (Kennaway
ve Voultsios, 1998). Kecilerde beyin omurilik sivisinda,
protein duzeyleri dusiik oldugundan, melatoninin
buyuk oranda serbest olarak bulundugu tahmin
edilmektedir (Cardinali ve ark., 1972). Siitlerde ise
melatoninin proteinlerle iligkisine dair bir ¢alismaya
rastlanmilmamaigtir.

Sutler, fabrikasyon iglemleri sirasinda besinsel
diizeylerinde degisime maruz kalmaktadir. Ticari
olarak satilan uzun émiirlii (UHT) ve pastorize inek
sitiiniin yagsiz kuru madde, yag, protein, laktoz ve
kazein dizeylerinin, ¢ig inek siitine kiyasla disuk
oldugu bildirilirken, ticari olarak satilan UHT kegi
suti ile ¢ig keci siiti kiyaslandiginda bahsedilen
parametrelerin  6nemli diizeyde degismedigi
bildirilmistir (Yilmaz, 2017). Diger yandan keci
sttiinliin fizikokimyasal kompozisyonunun inek siiti
ile kiyaslandiginda 1s1l igleme daha duyarl oldugunu
bildiren c¢alismalar da bulunmaktadir (Raynal-
Ljutovac ve ark., 2007; Chen ve ark., 2019). Islenmis
inek  siitiindeki (UHT, pastérize) melatonin
diizeylerinin, ¢ig siittekine goére daha digik oldugu
bildirilmistir (Schaper ve ark., 2015). Ancak, literatiir
taramasinda, keci stiitlerinde 1s1l islem sonrasinda,
melatonin duzeylerinin arastirildign herhangi bir
calismaya rastlanilmamigtir.

Besinsel yonden degerli bir siit olan keci siitiintin 1s1l
iglem sonrasinda melatonin yoéniinden bir kayba
ugraylp ugramadiginin ortaya konulmasi, 1s1l iglemin
keci siit proteinleri tizerine etkisinin ve melatoninin bu
stirecte sit proteinleri ile 1iligskisinin belirlenmesi
amaglariyla; sunulan c¢alismada kegi  siitline
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uygulanan pastérizasyon (72 °C’de 15 sn) ve geleneksel
olarak evlerde uygulanan kaynatma isleminin (100
°C'de 5 dk) siit melatonin ve toplam protein
diizeylerine etkileri arastirilmigtir.

MATERYAL ve METOD

Hatay ilinde bulunan yari entansif 6zel bir keci
ciftliginden, nisan ayinda (Bagil nem % 60-70, sicaklik
en yiiksek 22 °C, en diisiik 12 °C), ayni bakim
beslemeye tabi tutulan, 1-4 yasli, saglikli, 20 adet
keciden (10 Halep, 10 Kilis kecisi), 20 adet siit 6rnegi
toplanmigtir. Siitler, hayvan sahibinin sabah (10:30-
11:00) meradan dénen kecilerden siit sagimi yaptigi
sirada temin edilmigtir. Sttler klinik olarak saglikli
goriinen memelerin sag lobundan alinmistir. Meme
baglar1 % 701ik etil alkollii pamuk ile sterile edilmigtir.
Ik 2-3 sikim siit atilmig ve 50 mllik steril falkon
tuplere 20’ser ml sut ornekleri alinmigtir. Toplanan
stit 6rnekleri soguk zincirde biyokimya laboratuvarina
getirilmig ve uygulamalara kadar -20 °C’de
saklanilmagtir.

Yirmi adet keciden elde edilen sut 6rnekleri, deney
sirasinda ¢oziindiriulerek, 5’er ml'lik 3 egit parcaya
bolinmus ve gruplar olugturulmustur: Grup 1, ¢ig stit
grubu olup, her bir numuneden 5 ml ¢ig sit alinarak
olusturulmustur. Grup 2, pastorize siit grubu olup, stit
orneklerine (5 ml) laboratuvarda pastérizasyon islemi
(72 °C’de 15 sn) uygulanmistir (Grant ve ark., 1999).
Bu amagla sttler, 1siya dayanikli cam tipler igerisinde
(20 adet cam tiip ile), bir tiip sporu iizerinde, ben-
mari’ye yerlestirilmigtir. Sutlerin i¢ 1s1s1  Dijital
termometre (Testo SE&Co.KGaA, Tiirkiye) ile
Olcilmustur. Tup sporu uzerinde bulunan bir siit
ornegi igerisine daldirilan termometre ile, sitin ig
1s1s1in1n 72 °C’ye yiikseldigi gozlemlendiginde, sutler 15
sn bekletildikten sonra hemen kirik buz bulunan bir
kuvete alinarak 6 °C’ye sogutulmustur. Grup 3
kaynatma siit grubu olup, siit érneklerine (5 ml)
kaynatma iglemi (100 °C’de 5 dk) uygulanmigtir
(Metwally ve ark., 2011). Bu amacla 1siya dayanikh
cam tiiplerdeki siit 6rnekleri (20 adet cam tiip ile), su
15181 100 °C olan ben-mari icerisinde (termometre ile
siit i¢ 1s1s1 90 °C 6lciilen) 5 dk bekletildikten sonra
hemen kirik buz bulunan bir kiivet igerisinde 6 °C’ye
sogutulmustur.

Siit melatonin diizeylerinin analizi Milagres ve ark.
(2014) ile Schaper ve ark. (2015)'nin inek siitii icin
modifiye ettigi insan direkt tiikiiriik melatonin ELISA
kiti (RE54041, IBL International, Almanya) ile
gerceklestirilmistir. Bu amagla sttler 5400 rpm x 15
dk x +4 °C’de santrifiij edilmig ve tistteki yagh tabaka
uzaklagtirilmigtir. Geriye kalan sut serumu kit
prosediiriine  gére  analizlenmistir.  Ornekleme
oncesinde slit serumu 6rnekleri kit igerisindeki 6rnek
sulandiric: ile dért kat sulandirlmistir (Milagres ve
ark., 2014, Schaper ve ark. 2015).

Prosediir: Melatonin antijeni ile kaplanmis mikropleyt
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kuyucuklarimin kullanildigr yéntemde, kuyucuklara
standart ¢ozeltileri ve st 6rnekleri eklendikten sonra
tracer olarak biotinle isaretlenmis melatonin antikoru
ve HRP (Horse radish peroxydase) birlikte verilerek
inkube edilmistir. inkubasyon sonras1 plaklar
yikanarak tracer’a baglanmamg HRP’ler
uzaklastirilmig, yikanan plaklara subsrat eklenerek
inkube edilmis ve inkubasyon sona erince stop
solusyonu ile enzim reaksiyonu durdurulmus ve 10
dakika i¢inde 450 nm'de absorbanslar okunmustur.
Standart egri olusturularak sonuclar hesaplanmigtir.
Sonuclar pg ml ! olarak verilmigtir.

Siit toplam protein diizeylerinin analizleri

Sit toplam protein tayini amaciyla, yaygin olarak,
slttteki nitrojen seviyelerinin belirlendigi Kjeldahl
metodu (Barbano ve ark., 1990) kullamilmasina
ragmen, sunulan ¢calismada 1s1l islemin sut proteinleri
ve melatonin tizerine etkilerinin, ayrica bu siirecte
melatonin ile protein iligkilerinin arastirilmasi
amaciyla, peptid baglarinin varlhiginda protein tayini
gerceklestirilen Lowry yontemi (Lowry ve ark., 1951)
ile amino asitlerin de reaksiyon verdigi Bradford
yéntemi (Bradford, 1976) siit proteinlerinin tayini
amaciyla kullanilmigtir. S181r serum albiimini (Sigma-
A2153) standart olarak kullanmilmis ve protein
dizeyleri, standart ile ¢izilen absorbans-
konsantrasyon grafigi uzerinden hesaplanmigtir.
Sonuclar g dI'l olarak verilmigtir. Siit toplam
proteinlerinin analizi 5400 rpm x 15 dk x +4 °C’de
santrifiij edilmis ve yag alinmig siit serumlarinda
gerceklegtirilmistir.

Lowry yontemi

Prensip: Bu yontemde, alkali ortamda Cu*2, proteinin
yapisini olusturan peptit baglariyla birleserek Cu*'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) olciilerek
protein diizeyleri belirlenir (Lowry ve ark., 1951).
Prosediir: Calisma reaktifi hazirlamak i¢in; 0.1 N
NaOHte (Merck 1,06462) % 2lik Na2COs (Merck
1,06392) cozeltisi hazirlanmisg, bu ¢ézelti daha sonra %
1’lik CuSO0s4 cozeltisi (Carlo Erba UN3077) ve % 21ik
Na-K tartarat cozeltisi (Carlo Erba 474117) ile
98/1/1(v) oraminda karstirilmistir. Numune ve
standart tiplerine 10 ul sit serumu ve standart
¢ozeltisi eklenmigtir. Kor tiiptine 10 pl bidistile su
eklenmistir. Tiplere calisma reaktifinden 2,5 ml
eklenmistir. Tipler vortekslenmis ve 25 °C’de 10 dk
bekletilmigtir. Tiplere, hacimsel olarak 1/1 oranda
distile su ile hazirlanan Folin-Ciocalteu’s reaktifinden
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(Carla Erba UN3264) 0,25 ml eklenmistir. Tiipler
karistirnlmis ve 25 °C’de 30 dk bekletildikten sonra,
absorbanslar spektrofotometrede 700 nm’de kére kars:
okunmustur.

Bradford yontemi

Prensip: Bu yontemde, Coomassie brillant blue G250
boyast (Sigma 27815), negatif bir yiike sahiptir ve
protein uzerindeki amino asitlerin pozitif ylukiine
baglanir (Bradford, 1976). Olusan renkli kompleksin
595 nm’deki optik dansitesi spektrofotmetrede
Olciilerek, protein diizeyleri belirlenir. Prosedir:
Bradford reaktifi hazirlamak amaciyla 40 mg
Coomassie Brillant blue G250, 50 ml % 95’1ik etanolde
cozuldikten sonra, tizerine 55 ml % 85’lik fosforik asit
(Sigma 79617) eklenmistir. Son hacim bidistile su ile 1
L’ye tamamlanmistir. Hazirlanan reaktiften her bir
ornek, standart ve kor tiipiine 1 ml eklenmigtir.
Reaktifin  lizerine st serumu ornekleri ve
standartlardan 20’ser pl eklenmigtir. Kér tiipt igin 20
ul bidistile su kullanilmigtir. Tupler karigtirilip 10 dk
oda 1sisinda Dbekletildikten sonra 595 nm’de
spektrofotometre ile absorbans élgiimleri yapilmigtir.

Istatistik Analizler

Elde edilen degerler SPSS 15.0 programinda ANOVA
ile degerlendirilerek, gruplar arasi farkliliklar post-
hoc Duncan testi ile ortaya konulmustur. Bradford ve

Lowry metodlar1 1ile belirlenen toplam protein
duzeyleri arasindaki iligkiler student’s t-testi ile
belirlenmigtir. Korelasyon analizleri, veriler normal
dagilim gosterdiginden, Pierson testi ile yapilmistir.
P<0.05 6nem diizeyinde 6nemli kabul edilmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA

Cig siitte, pastorize edilen ve kaynatilan keci
sttlerinde melatonin ve toplam protein diizeyleri
Cizelge 1'de sunulmustur. Kaynatma islemi
uygulanan sit Orneklerinde melatonin duzeyleri
(4.20+0.39 pg mll), cig siit 6rneklerine (3.19+0.25 pg
ml?) kiyasla yiiksek bulundu (P<0.05). Toplam protein
diizeyleri degerlendirildiginde, Bradford yontemi
belirlenen toplam protein dizeyleri agisindan gruplar
arasinda bir farklihk bulunmaz iken, Lowry yontemi
ile belirlenen toplam protein diizeylerinin kaynatma
uygulanan grupta diger gruplara gore 6nemli diizeyde
diisiik oldugu belirlenmistir (P<0.001). Cig siit ve
pastorize sutteki toplam protein diizeyleri Bradford
yontemi ve Lowry yontemi ile belirlenen diizeyler
acisindan birbiri ile yakin bulundu (P>0.05).
Kaynatma uygulanan gruplarda ise Bradford yontemi
ile belirlenen toplam protein diizeyleri (2.26+0.13 g dI
1), Lowry metodu ile belirlenen toplam protein
diizeylerinden (1.92+0.09 g dI) yiikksek olarak
belirlenmistir (P<0.05).

Table 1 Melatonin and total protein levels in raw, pasteurized and boiled milk (Mean+SE) (n=20)
Cizelge 1. Cig siitte, pastorize edilen ve kaynatilan siitlerde melatonin ve toplam protein diizeyleri (Ort+SH) (n=20)

Stut Numuneleri Melatonin Toplam Protein Toplam Protein
(pg mlY) Bradford (g dl!) Lowry (g dI')

Cig stit 3.19+0.25 b 2.33+0.07 2.32+0.07 2

Pastorize sut 3.42+0.24 ab 2.27+0.10 2.28+0.05 2

Kaynatilan stit 4.20+0.39 2 2.26+0.13 1.92+0.09 »

P <0.05 >0.05 <0.001

abe Aym stitundaki farkli harfler istatistiksel olarak énemli dizeyde farklidir. P<0.05 and P<0.001.

Cig siit, pastorizasyon ve kaynatma 1sil iglemi
uygulanan sttlerde ilgili biyokimyasal parametreler
arasindaki korelasyonlar Cizelge 2, 3 ve 4’de
sunulmustur. Cig siit érneklerinde Bradford metodu
ile Lowry metodu kullanilarak belirlenen toplam
protein duzeyleri arasinda yiiksek pozitif korelasyon
belirlenmistir  (r=0.723, P<0.01). Pastorizasyon
uygulanan siit orneklerinde Bradford metodu ve
Lowry metodu kullanilarak belirlenen toplam protein
diizeyleri arasinda yuksek pozitif korelasyon
belirlenmistir (r=0.838, P<0.01). Kaynatma islemi

uygulanan sutlerde Bradford metodu ile Lowry
metodu kullamilarak belirlenen toplam protein
diizeyleri arasinda, diger uygulamalara gore

kiyaslandiginda, zayif pozitif korelasyon belirlenmistir
(r=0.449, P<0.05).

Cig sutte insan saghgt acisindan  zararh
mikroorganizmalar bulundugundan, insan tiketimine
sunulmadan 6nce ¢ig sttler bir takim 1s1l iglemlere tabi
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tutulmaktadir. Ancak 1s1l iglem uygulamalarinin st
bilegenlerinde bir takim degisikliklere neden oldugu
bilinmektedir (Metwally, 2011; Yilmaz, 2017). Siite
uygulanan 1s1l iglemler sonrasinda siitte bulunan
proteinlerin konformasyonlarinin degistigi ve boylece
proteinlerin denatiirasyona vel/veya agregasyona
ugradiklar1 bildirilmektedir (Jimenez-Saiz ve ark.,
2015, Lamberti ve ark., 2018). Keci siitiinde temel
olarak 5 protein tipi bulunur; bunlar as2-kazein, B-
kazein, x-kazein, B-laktoglobiilin ve a-laktalbiimindir.
Major protein fraksiyonu inek siitiinde asl-kazein
iken, keci siitiinde B-kazeindir (Chandan ve ark.,
1992). Keci siitiiniin  kazein miselleri inek
stutininkinden daha az cozunir formdadir ve 1s1
kargisindaki dayanilirligi daha azdir, dolayis: ile 1s1
artis1 ile B-kazein kaybi daha fazladir (Juarez ve

Ramos, 1986). Giiniimiizde geleneksel kaynatma
yonteminin sut proteinleri igerigi ve konformasyonel
degisimi hakkinda smnirli veri bulunmaktadir:
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proteinlerin 55-70 °C’de ikincil yapilarinin bozuldugu,
70-80 °C’de disulfit baglarinin koptugu, 80-90 °C’de
yeni intra- ve inter-molekiler baglarin kuruldugu ve

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

Table 2 Correlations between melatonin and total protein in raw milk
Cizelge 2. (ig stitlerde melatonin ile toplam protein arasindaki korelasyonlar

Cig St

Toplam Protein Bradford (g d1'1)

Toplam Protein Lowry (g d1'1)

Melatonin (pg ml1) 0.270

Toplam Protein Bradford (g dl1'1)

0.264
0.723*

*P<0.01 (Pierson testi, n=20)

Table 3 Correlations between melatonin and total protein in pasteurized milk
Cizelge 3. Pastorizasyon islemi uygulanan siitlerde melatonin ile toplam protein arasindaki korelasyonlar

Pastorize Stit

Toplam Protein Bradford (g d1')

Toplam Protein Lowry (g dl')

Melatonin (pg ml1) 0.321

Toplam Protein Bradford (g d11)

0.218
0.838*

*P<0.01 (Pierson testi, n=20)

Table 4 Correlations between melatonin and total protein in boiled milk
Cizelge 4. Kaynatma islemi uygulanan siitlerde melatonin ile toplam protein arasindaki korelasyonlar

Kaynatilmig Stut

Toplam Protein Bradford (g dl'1)

Toplam Protein Lowry (g d1')

Melatonin (pg ml1) -0.077

Toplam Protein Bradford (g d1'1)

-0.026
0.449*

*P<0.05 (Pierson testi, n=20)

Inek siitiine kaynatma (98 °C’de 16 dk) ve mikrodalga
yontemi ile 1s1l islem uygulamasi sonucunda, tek yonla
elektroforezde peynir alt1 suyu protein (a-laktalbiimin)
bantlarinin zayifladigi, B-laktoglobiilin bantlarinin ise
neredeyse kayboldugu belirlenmistir (Lamberti ve
ark., 2018). Bloom ve ark. (2014) da 20 dk’dan uzun
kaynatma iglemi uyguladiklar1 inek siitinde a-
laktalbimin ve B-laktoglobiilinin yiiksek molekiil
agirhklh agregatlarinin olustugunu bildirmiglerdir.
Yilmaz (2017), taze keci siitii ile marketlerden
toplanan UHT  keg¢i siitlerini  karsilagtirdig:
calismasinda ke¢i slitii toplam protein diizeylerinin
(FOSS MilkoScanTM FT-120, Foss electric, Denmark)
taze siit (% 3.04+ 0.17) ve ticari siitlerde (% 2.94 +0.02)
istatistiksel olarak farkli olmadigini bildirmigtir. Taze
inek siitiinde ise toplam protein diizeylerinin (%
3.66+0.16) ticari inek siitii toplam protein
diizeylerinden(% 2.71+0.07) énemli diizeyde yiiksek
oldugunu gézlemlemistir. Formol titrasyon testi ile
belirlenen toplam protein diizeyleri, taze ve pastorize
kegi siitinde 2.90 g dI'l, 63 °Cde 30 dk 1sil iglem
uygulanmis, yag1 ve hiicreleri alinmis (9800 rpm x 15
dk x 4 °C) siitte 2.63 g d1'! olarak bildirilmistir (Paz ve
ark., 2014). Diger yandan Moreno-Montoro ve ark.
(2015), Kjeldahl metodu ile belirledikleri keci siitii
toplam protein diizeylerini ¢ig siitte 3.62 +£ 0.19 g 100g"
1, santrifij edilmig ¢ig sttte 4.10 = 0.33 g 100gtolarak
bildirmislerdir. Rukke ve ark. (2010) da santrifiij
edilmis ve yag alinmig ¢ig keci siitinde Kjeldahl
metoduna goére Dbelirledikleri toplam  protein
diizeylerini 1.72-3.31g 100g? olarak bildirmiglerdir.
Sunulan c¢alismada 5400 rpm x 15 dk x +4 °C’de
santrifiij edilerek hem yagi hem de sut hiicrelerinden
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ayrimlanan ¢ig siit 6rneklerinde Bradford yontemi ile
belirlenen toplam protein dizeyleri 2.33+0.07 g dIl,
Lowry metodu ile belirlenen toplam protein diizeyleri
2.32+0.07 g dl! olarak belirlenmistir. Diizeylerin,
Rukke ve ark. (2010)’nin bildirdigi diizeyler arasinda
oldugu, diger arastirmacilarin bildirdigi dizeylerden
ise biraz disik oldugu gorildii. Bu durum, protein
analiz metodlarinin farkhiligi, ke¢i irklarinin farklihiga,

bolgesel farklihk, stt alimimin  yilin farkh
zamanlarinda gerceklegtirilmesi gibi nedenlerden
kaynaklanabilir.

Sunulan ¢alismada Bradford yontemi ile belirlenen
toplam protein dizeyleri 1s1l iglem uygulamalar: ile
degisim gostermezken, Lowry yontemi ile belirlenen
toplam protein diizeyleri 5 dk silireyle kaynatma
uygulanan sutlerde, diger gruplara goére oOnemli

dizeyde dusik olarak belirlenmigtir. Bradford
yonteminde Commassie blue G250 anyonunun
proteinler iizerinde bulunan NHs* katyonik grubuna
baglandig, polilizin, poliarjinin, politirozin,

polihistinin peptidleri, arjinin, histidin gibi baz1 amino
asitler ve baz1 di ve tri-peptidlerle baglanarak renk
verdigi bildirilmistir (De Moreno ve ark., 1986). Diger
yandan, Lowry metodunda ise Biuret 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 Gibson, 1933). Dolayisi ile
sunulan calismada, keci siitii proteinlerinin 5 dk
kaynatma igslemi sonucunda peptid baglarinin
sayisinin azaldig1 ve bdylece Lowry yontemi ile
belirlenen toplam protein diizeylerinin disik
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bulundugu sonucuna varilabilir. Bu nedenle stutlerde,
ozellikle 1s1l islem uygulamasi sonrasinda protein
diizeylerinin belirlenmesi amaciyla ‘toplam nitrojen
diizeylerinin belirlenmesinin’ daha hassas ve net
sonugclar verecegi 6ngorilmektedir.

Melatonin, sirkadyen ritim tizerine etkili, ayni
zamanda antioksidan (Maksimovich, 2002), ve
antikanser (Dullo ve Chaudhary, 2009) 6zellikleri
bulunan bir hormondur. Melatonin sentez ve salinimi
karanlikta artmaktadir (Ozgiiner ve ark., 1995).
Ozellikle gece saat 23:00-05:00 siralarinda melatonin
salgilanmasi en yluksek seviyeye ulagir; hiicre icinde ve
kandaki konsantrasyonu giindiize nazaran 3-10 kat
artar (Claustrat ve ark., 2005). Melatonin
hormonunun insan, inek ve keci siitiinde varlhigi ve
diizeyleri (5-25 pg ml1) ortaya konulmustur (Eriksson
ve ark., 1998; Valtonen ve ark., 2005). Siit melatonin
diizeylerinin, gece sagilan (gece 02:00-04:00), siitlerde
giindiiz sagilan siitlere oranla daha yiliksek oldugu
bildirilmistir (Milagres ve ark., 2014). Sunulan
calismada giinduz saatlerinde mera dontsiinde alinan
keci sttt melatonin diizeyleri, ineklerde giindiiz
stitinde bildirilen degerlere yakin ¢itkmistir. Schaper
ve ark. (2015), farkl1 marketlerden elde edilen islenmis
sttler ile bir ciftlikten elde edilen 10 inege ait ¢ig
stitlerdeki melatonin dizeylerini karsilagtirdiklar:
calismada, islenmis inek siitiindeki (UHT siitte 4.5 pg
ml1, pastérize siitte 7 pg ml'?) melatonin diizeylerinin,
¢ig siittekine (13.6 pg ml?) gére daha diistik oldugunu
bildirmiglerdir. Sunulan c¢alismada ise ayni sut
lizerine pastorizasyon uygulamasinin, ¢ig siitlere gére
melatonin diizeylerinde bir degisime neden olmadig:
belirlenmistir. Inek siitii iizerine 1s1] islemin etkileri ile
ilgili calismada (Shaper ve ark., 2015) ayni siit 6rnegi
tizerine 1s1l igslem uygulamasimin etkileri degil,
marketlerden temin edilen siitler (UHT, pastérize) ile
ciftliklerden elde edilen ¢ig siitler karsilastirilmigtir.
Sunulan ¢alisma ise, hem kegi stittinde olmas1 hem de
ayni slit Ornegi Ulizerine uygulanan 1s1l iglemin
melatonin  diizeylerine etkilerinin arastirilmasi
yonlerinden 6zgiindiir.

Yapilan literatiir taramalarinda melatoninin siitte
taginmasi ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanilmamistir.
Insan ve rat kan plazmasinda melatoninin ézellikle
albiimine baglanarak tasindigi (Cardinali ve ark.,
1972), toplam melatoninin (baglh ve serbest) % 23
kadarinin ise serbest oldugu bildirilmistir (Kennaway

ve Voultsios, 1998). Sunulan calismada, serbest
melatonin diizeylerinin  o6lgiildigi.  yontemde,
kaynatma iglemi sonrasinda st melatonin

diizeylerinin, pastorize ve ¢ig siit orneklerine gore
yiksek oldugu goézlemlenmistir. Ke¢i stutii yapisinda
bulunan a-laktalbiiminin slitte melatonin
taginmasinda roliiniin olabilecegi diisinulebilir. Inek
sitiinde, 1s1l iglem uygulamasi sonucunda,
elektroforetik incelemede, a-laktalbiimin bantlarinin
zayifladigi, B-laktoglobilin bantlarinin ise neredeyse
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kayboldugu belirlenmistir (Lamberti ve ark., 2018).
Yine 20 dk’dan uzun kaynatma islemi uygulanan inek
stutunde a-laktalbiimin ve B-laktoglobilinin yuksek
molekiil agirlikli agregatlarinin olustugu bildirilmigtir
(Bloom ve ark. 2014). Bu bilgiler 1s18inda, keci
stitiinde bulunan laktalbumine bagh melatoninin, 1s1l
islem  uygulamasi sonrasinda laktalbuminin
denatliirasyonu ve/veya agregasyonu neticesinde
serbest hale gecerek, ELISA analizinde ¢ig sut ve
pastorize siute gore daha ylksek diizeyde belirlenmig
olmasi olasidir.

SONUC ve ONERILER

Keci siitine uygulanan pastorizasyon igleminin, siit
melatonin ve toplam protein diizeylerini ¢ig siite gore
degistirmedigi, 100 °Cde 5 dk kaynatma
uygulamasinin ise proteinlerin denaturasyonu ve/veya
agregasyonuna neden olabildigi belirlenmistir. Bu
bilgiler 1s181inda keci siitiiniin  biyoyararlaniminda
pastorizasyon  isleminin, geleneksel kaynatma
islemine gére daha ustiin oldugu dusinilmustiir.
Siitlerde ELISA metodu ile melatonin analizi
yapilmadan 6nce, melatoninin stitte bagl bulundugu
proteinden ayristirilmasi1 amaciyla, stutin, bir o6n
islemden gec¢irilmesinin, melatonin diizeylerinin daha
dogru olarak belirlenmesinde faydali olabilecegi
ongorilebilir.
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