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OZET

BAZI URETIM PARAMETRELERININ KECI PEYNIRININ PEPTIT PROFILI
VE IN VITRO BiYOERISILEBILIiRLiGi UZERINE ETKIiLERININ
BELIRLENMESI

Hasan UZKUC
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Yonca KARAGUL YUCEER
19/06/2023, 138

Bu tezde; 1s1l islem, starter kiiltiir ve bitkisel pihtilagtiricinin keg¢i peynirinin peptit
profili ve biyoaktif peptitlerinin in vitro biyoerisilebilirlikleri iizerine etkileri arastirilmistir.
Bu amagla; ¢ig ve 1s1l islem uygulanmis kegi siitleri starter kiiltiir ilave edilerek ve
edilmeksizin pihtilastirilmistir. Siit pthtilastirmada buzagi sirdeni ve Cynara cardunculus L.
kaynakli pihtilastiricilardan yararlamlmistir. Uretilen peynirler 90 giin siireyle buzdolabi
kosullarinda depolanip, 1, 30, 60 ve 90. depolama giinlerinde kimyasal, duyusal ve
mikrobiyolojik dzellikler ile proteoliz seviyeleri ve peptit profilleri belirlenmistir. Peynirlere
in vitro gastrointestinal sindirim simiilasyonu uygulanmis ve orneklerin kiiciik molekiil
agirhikli peptit (< 3 kDa) fraksiyonlarmin antioksidan ve ACE inhibitor aktiviteleri
belirlenmistir. Farkli pihtilagtiricilar kullanilarak iiretilen peynirler arasinda kimyasal,
mikrobiyolojik ve duyusal Ozellikler ile proteoliz seviyeleri agisindan Onemli fark
bulunmamistir, ancak 1si1l islem ve starter kiiltiir ilavesinin interaksiyonu, peynir
ozelliklerinin ¢ogunu etkilemistir. ABTS baglama bakimindan depolamanin 1. giiniinde,
CUPRAC degerleri bakimindan ise tiim depolama giinlerinde belirlenen antioksidan
aktiviteler starter kiiltlir kullanilmadan iiretilen ¢ig siit peynirlerinde daha yliksek
bulunmustur. ACE inhibitdr aktiviteler bakimindan 1s1l islem uygulanmis siitlerden starter
kiiltiir kullanilmadan iiretilen peynirlerin diisiik degerlere sahip oldugu, 30 giin ve daha uzun
stire depolanmis peynirler arasinda starter kullanilmadan iiretilen ¢ig siit peynirlerinin daha

yiiksek degerlere sahip oldugu bulunmustur. Cig siitten {iiretilen peynirlerde 90 giinliik
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depolama siiresince ACE inhibitdr aktivitelerde, biyoaktif peptitlerin saliimi ve

parcalanmasiyla iliskilendirilen, artis ve azalislar oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak peynirlerin belirlenen 6zellikleri iizerine 1s1l islem ve starter kiiltiiriin
farkli pihtilastirict enzim kullanimina kiyasla daha etkili oldugu bulunmustur. Buna bagh
olarak keci peyniri tiretiminde pihtilastirict enzim olarak C. cardunculus L. proteazinin

hayvansal rennete alternatif olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Keci peyniri, Biyoaktif peptit, Bitkisel pihtilagtirict, In vitro

sindirim, Biyoerisilebilirlik



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF CERTAIN PRODUCTION
PARAMETERS ON PEPTIDE PROFILE AND IN VITRO BIOACCESSIBILITY
OF GOAT CHEESE

Hasan UZKUC
(Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Food Engineering

Advisor: Prof. Dr. Yonca KARAGUL YUCEER

06/19/2023, 138

In this thesis; the effects of heat treatment, starter culture, and plant coagulant on the
peptide profile of goat cheese and the in vitro bioaccessibility of its bioactive peptides were
investigated. For this purpose, raw and heat-treated goat milk was coagulated without adding
starter culture and with adding starter culture. Coagulants originating from the abomasum of
calf and Cynara cardunculus L. were used in milk coagulation. Cheeses produced were
stored in refrigerator conditions for 90 days, and chemical, sensory, and microbiological
properties, proteolysis levels, and peptide profiles were determined on the 1%, 30", 60, and
90™ storage days. Cheeses were digested by in vitro gastrointestinal digestion simulation,
and antioxidant and ACE inhibitory activities of small molecular weight peptide (< 3 kDa)
fractions of samples were determined. There were no significant differences in chemical,
microbiological, and sensory properties and proteolysis levels between cheeses produced
using different coagulants, but the interaction of heat treatment and starter culture addition
affected most of the cheese properties. Antioxidant activities determined on the 1% day of
storage in terms of ABTS binding and in all storage days in terms of CUPRAC values were
found to be higher in raw milk starter-free cheeses. In terms of ACE inhibitor activities,
cheeses produced without using starter from heat-treated milk were found to have low
values, but raw milk cheeses produced without the addition of starter culture, among cheeses
stored for 30 days or longer, were found to have higher values. It was determined that there

were increases and decreases in ACE inhibitory activities associated with the release and
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degradation of bioactive peptides during 90 days of storage in cheeses produced from raw

milk.

Consequently, it was determined that heat treatment and starter culture were more
effective on the determined properties of cheeses compared to the use of different coagulant
enzymes. Accordingly, C. cardunculus L. protease could be used as an alternative to animal

rennet in the production of goat cheese.

Keywords: Goat cheese, Bioactive peptide, Plant coagulant, In vitro digestion,

Bioaccessibility
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Cig siitten tiretilen peynir grubu

Isil islem uygulanmus siitten iiretilen peynir grubu

Cig siit + starter ilavesiz peynir grubu

Cig siit + starter ilaveli peynir grubu

Isil islem uygulanmus siit + starter ilavesiz peynir grubu

Isil islem uygulanmus siit + starter ilaveli peynir grubu

Cig siit + bitkisel pithtilastiricr ile iiretilen peynir grubu

Cig siit + hayvansal pihtilastirict ile {iretilen peynir grubu

Isil islem uygulanmis siit + bitkisel pihtilastirict ile iiretilen peynir
grubu

Isil islem uygulanmus siit + hayvansal pihtilastirict ile tiretilen peynir
grubu

Cig siit + starter ilavesiz + bitkisel pihtilastiric ile tiretilen peynir

Cig siit + starter ilavesiz + hayvansal pihtilastirici ile iiretilen peynir
Cig siit + starter ilaveli + bitkisel pihtilastiric ile iiretilen peynir

Cig siit + starter ilaveli + hayvansal pihtilastirici ile {iretilen peynir
Isil islem uygulanmis siit + starter ilavesiz + bitkisel pihtilagtirict ile
iiretilen peynir

Isil islem uygulanmus siit + starter ilavesiz + hayvansal pihtilagtirici ile
iiretilen peynir

Isil islem uygulanmus siit + starter ilaveli + bitkisel pihtilastirict ile
iiretilen peynir

Isil islem uygulanmus siit + starter ilaveli + hayvansal pihtilastirict ile
iiretilen peynir

Yiizde oran

Kurumadde
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Xi



GC/MS
LA
LAB
Lb.

Lc.

S.

C.

S.H
TMAB
NSLAB
kob
ACE
EC (numarasi)
IC50
ABTS
TEAC
AAE
CUPRAC
DPPH
FRAP
MDS
mM

L

mL

pL

U
IMCU
Pa

dk

sa

kDa
MWCO

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi
Laktik asit

Laktik asit bakterileri

Lactobacillus

Lactococcus

Streptococcus

Cynara

Standart hata

Toplam mezofilik aerobik bakteri

Starter olmayan laktik asit bakterileri
Koloni olusturan birim

Anjiyotensin dontistiiriicli enzim

Enzim komisyonu numarasi

Yar1 maksimum inhibisyon konsantrasyonu
2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) radikali
Troloks esdegeri antioksidan kapasite
Askorbik asit esdegeri antioksidan kapasite
Bakir (IT) iyonu indirgeyen antioksidan kapasite
1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil radikali

Ferrik iyon indirgeme kapasitesi

Cok boyutlu 6l¢ekleme analizi

Milimolar

Litre

Mililitre

Mikrolitre

Enzim birimi

Uluslararasi siit pihtilagtirma aktivitesi
Paskal

Dakika

Saat

Saniye

Kilodalton

Molekiiler agirlik ayrima sinir1

Xii



RP-HPLC
HHL

mm

nm

rpm

TFA

RI

Amu
Na-CN
2M3H
2MVA
MALDI-TOF
UV-VIS
PBS

PAS

Normalite

Molarite

Ters faz-yiiksek basingli sivi kromatografisi
hiptiril-histidin—16sin
Milimetre

Nanometre

Dakikadaki devir sayist
Trifloroasetik asit
Alikonma indisi
Atomik kiitle birimi
Sodyum kazeinat
2-metil-3-heptanon

2-metilvalerik asit

Matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyonu

Ultraviyole goriiniir 151k
Tuzlu fosfat tampon ¢o6zeltisi

Peyniralt1 suyu

Xiii



Tablo No

Tablo 1

Tablo 2

Tablo 3

Tablo 4

Tablo 5

Tablo 6

Tablo 7

Tablo 8

Tablo 9

Tablo 10

Tablo 11

Tablo 12

Tablo 13

Tablo 14

TABLOLAR DIZiNi

Tablo Ad1

Depolama siiresince peynirlerde belirlenen bazi bilesim oranlari
ve randiman SonuGlars...............coooiii i,

Isil islem uygulamasi ve starter kiiltlir ilavesinin etki ettigi
bilesim 6zellikIeri...........oooviii i,

Depolama siiresince peynirlerde belirlenen pH ve titrasyon
asitligi degerleri........oooiiiiiii

Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin etki ettigi peynir
gruplarinin pH ve titrasyon asitligi degerleri.........................

Depolama boyunca peynirlerde belirlenen toplam azot, suda
¢ozlinilir azot oranlar1 ve toplam serbest amino asit miktarlart....

Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin etki ettigi peynir
gruplarinin toplam azot, suda ¢oziiniir azot oranlar1 ve toplam
serbest amino asit miktarlart.................co

Peynir iiretiminde kullanilan siit gruplarmin mikroorganizma
SAYIIATT. .ttt e

Peynirlerde depolama siiresince belirlenen mikroorganizma
SAYIIAIT. .ttt e

Peynirlerin ~ depolama  siiresince  belirlenen  duyusal
degerlendirme sonuglari...............ooooiiiiiiiiiiiii

Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin etki ettigi peynir
gruplarinin duyusal degerlendirme sonuglart........................

1 ve 90 gilin depolanmis peynirlerde belirlenen ugucu bilesen
miktarlart. ... ...

Depolama siiresince in vitro sindirimi uygulanmis peynirlerde
belirlenen ACE inhibitor aktivite degerleri..........................

Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin etki ettigi in
vitro sindirimi uygulanmis peynir gruplarinin % ACE inhibitor
aktivite SONUGIArt. ... ...,

Depolama siiresince in vitro sindirimi uygulanmis peynirlerde
belirlenen antioksidan kapasite (ABTS) sonuglart..................

xXiv

Sayfa No

48

51

57

59

61

63

73

74

71

78

83

90

91

95



Tablo 15

Tablo 16

Tablo 17

Tablo 18

Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin etki ettigi in
vitro sindirimi uygulanmis peynir gruplarimin antioksidan
kapasite (ABTS) sonuglari............oooiiiiiiiiiiiiiiiiinaeee.

Isil islem uygulamasi ve enzim kaynaginin etki ettigi in vitro
sindirimi uygulanmig peynir gruplarinin antioksidan kapasite
(ABTS) sonuglart.........ccoviiuiiiiiii e,

Depolama siiresince in vitro sindirimi uygulanmis peynirlerde
belirlenen antioksidan kapasite (CUPRAC) sonuglart..............

Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin etki ettigi in
vitro sindirimi uygulanmis peynir gruplarimin antioksidan
kapasite (CUPRAC) sonuglart.............cooviiiiiiiiiiiiiinninnn.

XV

97

99

101

102



Sekil No
Sekil 1
Sekil 2

Sekil 3

Sekil 4

Sekil 5

Sekil 6

Sekil 7

Sekil 8
Sekil 9

Sekil 10
Sekil 11

Sekil 12

Sekil 13

SEKILLER DiZiNi

Sekil Adi

Peynir liretim akig $emast...........ooooeviiiiiiiiiiiiiiann.n.

In vitro gastrointestinal sindirim simiilasyonu akis diyagramu.....

Santrifiij ekipmani ve ultrafiltrasyon akis semasi............

1 gilin depolanan peynirlerin suda ¢6ziinmeyen

fraksiyonlarinin Urea-PAGE gorlintlisii.......................

30 giin depolanan peynirlerin suda c¢oziinmeyen

fraksiyonlarinin Urea-PAGE gortintlisii.......................

60 giin depolanan peynirlerin suda ¢dziinmeyen

fraksiyonlarinin Urea-PAGE gortintlisii.......................

90 giin depolanan peynirlerin suda ¢oziinmeyen

fraksiyonlarinin Urea-PAGE gorlintiisii.......................
1 glin depolanan peynirlerin peptit profilleri..................
30 giin depolanan peynirlerin peptit profilleri.................
60 giin depolanan peynirlerin peptit profilleri.................
90 giin depolanan peynirlerin peptit profilleri.................

Eslenmis tercih testi sonuglart...................oooeiiinin,

Peynirlerin ugucu bilesen analizi sonuglarina gore geometrik

dagilimi.......ooooii

Xvi

Sayfa No

33

42

43

65

66

66

67

68

69

69

70

80

88



BIRINCi BOLUM
GIRIS

Besleyici degeri ve saglik tizerine olumlu etkileri nedeniyle tiiketicilerin fonksiyonel
gidalara olan ilgisi artmaktadir. Diyetimizin 6nemli bir parcasi olan siit ve siit iirlinleri
kalsiyum, folik asit, B6 ve B12 vitaminleri, konjuge linoleik asit ve biyoaktif peptitler gibi
onemli besin elementleri igeren, bagisiklik sistemini koruyucu, biyolojik olarak aktif
bilesenlerin kaynagi olan bir gidadir (Clare ve Swaisgood, 2000). Siitiin besin degerinin
onemi yaninda igerdigi peptitlerin amino asit icerigi ve dizilimine bagli olarak cesitli
biyolojik fonksiyonlara sahip olabilecegi belirlenmistir (Pihlanto-Leppala, 2001). Peptitlerin
biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi ve viicut fonksiyonlari {izerine olumlu etkilerinin
ortaya konmasiyla biyoaktif peptitlerin en dnemli kaynaklarindan olan siit ve siit tirlinleri

iizerine yapilan arastirmalar yogunlasmistir (Choi vd., 2012).

Biyoaktif peptitler viicut fonksiyonlar1 iizerinde pozitif etkiye sahip olan ve
dolayistyla insan sagligini gelistirici rolii bulunan, spesifik protein pargaciklari olarak
tanimlanmaktadir (Kitts ve Weiler, 2003). Biyoaktif peptitler polipeptit zinciri igerisinde
inaktif halde bulunan, kazeinomakropeptit (64 amino asit) disinda 2-20 amino asit i¢eren
kisa zincirli bir yapiya sahip peptit dizileridir (Hartmann ve Meisel, 2007). Biyoaktif
peptitler gidalara uygulanan proses islemleri sirasinda fiziksel veya kimyasal etkilerle,
fermantasyon veya sindirim esnasinda enzimatik aktivite sonucu ac¢iga c¢ikmaktadir
(Pihlanto-Leppala, 2001; Smacchi ve Gobbetti, 2000). Bitkisel ve hayvansal proteinler
potansiyel biyoaktif diziler igermesine ragmen, siit proteinleri biyoaktif peptitler i¢in temel
kaynaktir (Pihlanto-Leppala, 2001). Siitiin temel protein fraksiyonlari; kazein, o-
laktalbumin, B-laktoglobulin, immiinoglobulin, laktoferrin, proteoz pepton fraksiyonlar
(1s1ya dayanikly, asitte ¢ozilinebilen fosfoglikoproteinler) ve diger peyniralti suyu proteinleri
olan transferrin ve serum albiiminidir. Bu protein fraksiyonlarmin hidroliziyle ortaya ¢ikan
biyoaktif peptitler; kardiyovaskiiler sistem (antihipertansif, antioksidatif, antitrombotik,
hipokolesterolemik), sinir sistemi (opioid, agonistik, antagonistik etki), gastrointestinal
sistem (mineral baglama, istah kesici etki, antimikrobiyel etki) ve bagisiklik sistemi
(sitomodiilator, immiinomodiilator ve anti-mikrobiyel etki) izerinde olumlu etkilere sahiptir

(Guo vd., 2009; Korhonen ve Pihlanto, 2006).



Biyoaktif peptitler siit, yogurt, kefir ve peynir gibi ¢ogu siit iriiniinden izole
edilmekte, fermantasyon sirasinda olusan veya katki olarak eklenen biyoaktif peptitleri
iceren cesitli fonksiyonel fermente siit icecekleri pazarlanmaktadir (Hafeez vd., 2014;
Korhonen ve Pihlanto, 2006). Siit lirlinleri arasinda besin igerigi ve saglik yararlari nedeniyle
keci siitii ve iirlinlerine olan ilgi giderek artmaktadir (Hodgkinson vd., 2018). Kegi siitii, inek
stitiine kiyasla daha az alerjenik protein fraksiyonu, sindirilebilir daha fazla protein ve lipit
fraksiyonu i¢ermesi, kaliteli mineral bilesimi ve biyoyararliligi ile 6ne ¢ikmaktadir (Ceballos
vd., 2013). Bilesim yoniinden sahip oldugu bu avantajlarla keg¢i siitiiniin insan beslenmesinde
onemli bir yeri bulunmaktadir (Barlowska vd., 2018). Kegi siitii ve ke¢i siitii iiriinleri
fonksiyonel 6zelliklere sahip biyoaktif peptit sekanslar i¢in potansiyel kaynaktir (Park vd.,
2017). Kegi siitili, fermente gidalar, fonksiyonel gidalar ve kozmetik gibi ¢esitli iiriinlere
dontistiiriilmekle beraber keci siitlinlin en etkili degerlendirme ve saklama yontemlerinden
biri kuskusuz peynir tiretimidir. Siit iiriinleri arasinda peynir, yiiksek protein igerigi,
iiretiminde kullanilan enzim kaynaklarmin c¢esitliligi ve olgunlagsma boyunca devam eden
proteoliz nedeniyle siit kaynakli biyoaktif peptitlerin dogal ve 6énemli bir kaynagidir (Park
vd., 2007). Diinyada 1000’den fazla peynir ¢esidi oldugu bilinmektedir (Fox vd., 2017a).
Peynir genel olarak, birkag iiretim girdisi (siit, peynir mayasi, mikroorganizmalar, tuz) ve
prosesin (1s1l islem, siit pihtilagtirma, teleme isleme, olgunlastirma) kombinasyonlari ile
cesitlendirilebilmektedir. Uretimde kullanilan yéntemlere bagli olarak gerceklesen cesitli
biyoteknolojik siireclerin sonucunda peynirler karakteristik tat, aroma ve tekstiir
kazanmaktadir (Hassan vd., 2013). Glikoliz, lipoliz, proteoliz gibi baglica biyokimyasal
degisiklikler ve bunlarin metabolitleri peynirin karakterize edilmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu biyokimyasal olaylardan proteoliz, peynirin olgunlagmasi sirasinda
meydana gelen en oOnemli reaksiyondur. Olgunlagma sirasinda, rennet enzimi
proteinazlarinin, starter bakteri ve ikincil mikroflora peptidazlari ve endojen siit enzimlerinin
etkisiyle cesitli peptitler ve amino asitler agiga ¢ikmakta ve iirlin 6zellikleri sekillenmektedir
(Pino vd., 2009a). Ayn1 zamanda proteoliz ile aciga ¢ikan biyoaktif peptitler peynire
fonksiyonel 6zellikler kazandirmakta ve besleyici degerini arttirmaktadir (Choi vd., 2012).
Peynir {iretim silirecinde kontrolsiiz bir sekilde gelisen hidroliz iirlinlerinin ise
biyoaktivitenin azalmasi, act peptitlerin aciga c¢ikmasi gibi olumsuz bazi reaksiyon
iriinlerinin olugmasi s6z konusudur. Bu nedenle peynirin olgunlastirilmasinda biyokimyasal
stireclerin optimize edilmesi dnem kazanmaktadir. Peynir yapiminda biiyiik bir dneme sahip

olan olgunlasma, tam anlamiyla dngoriilemeyen ve kontrol edilemeyen bir proses olsa da



(Sihufe vd., 2010), 1s1l islem, starter kiiltiir ilavesi, depolama kosullar1 gibi bazi iiretim
parametreleri kontrol edildiginde, proteolizin ve buna bagli olarak peynirlerin olgunlagma

diizeyleri ve biyoaktif 6zellikleri yonetilebilir.

Peynir iiretim siirecinde agiga ¢ikan peptitlerin fonksiyonel 6zellikleri, peptitlerin
gastrointestinal sindirimi esnasinda ugrayacagi degisikliklere ve sonrasindaki emilimine
baglidir (Hernandez-Ledesma vd., 2004). Gidalarda biyoaktif peptitlerin varligi, bu
peptitlerin sindirildikten sonraki fizyolojik etkisini garanti etmediginden, peynir tiiketimi
sonucunda olusacak potansiyel saglik yararlarimi aydinlatmak icin in vivo ve in vitro
caligmalar gereklidir. Buna bagli olarak iiretim siirecini tamamlanmig peynirin insan sagligi
acisindan biyoyararli olabilmesi i¢in asil onemli agama, tiiketimi sonrasi ugrayacagi sindirim
sirasinda maruz kalacagi enzimatik aktivite sonucu, igerdigi biyoaktif ozellik gdsteren
fragmentlerin ortaya c¢ikmasidir. Bundan dolayr besinlerin biyoyararlanimlarini
degerlendirmeyi amaglayan in vivo sindirim ¢alismalari ke¢i peynirlerinin biyoyararliliginin
belirlenmesinde elzem adimlarindan biridir. Ancak in vivo sindirim uygulamalari, yiiksek
analiz maliyeti ve uygulama zorlugu gibi faktorlerle sinirlanmaktadir. Cogu durumda in vivo
kosullart taklit etmek i¢in hizli ve basit bir yol sunan in vitro sindirilebilirlik testleri tercih
edilmektedir (Parrot vd., 2003). Son 20 yildan bu yana, 6zellikle biyoaktif peptitlerin
mevcudiyeti acisindan, kegi siitii proteinlerinin ve bunlarin fraksiyonlariin arastirilmasina
odaklanan ¢ok az ¢alisma vardir. Bu nedenle, temel olarak biyoaktif peptitler alaninda, kegi
siitli ve iirlinlerinde hala kesfedilmemis bilgiler oldugu diisiiniilmektedir (Guha vd., 2021).
Literatiirde fermente kegi siitii, fermente kegi siitii tirlinleri ve sinirli sayidaki ¢alismada keci
peynirinin peptit profili tanimlanmis ve bu peptitlerin ACE inhibitér ve antioksidan
aktiviteleri iizerine aragtirmalar yapilmistir. Siit proteini orijinli fazla sayida peptit
belirlenmesine ragmen bu peptitlerin ¢ok azinin in vitro kosullarda kanitlanmig
antihipertansif 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Li vd., 2004; Takano, 2002). Bundan dolay1
keci peynirlerinin antioksidan ve ACE inhibitorii aktiviteleri {izerine yapilacak
aragtirmalarin in vitro gastrointestinal sindirim kosullar1 altinda yapilarak peptitlerin

biyoerisilebilirliklerinin ortaya konmasi 6nem tasimaktadir.

Beslenmenin temelindeki siit ve siit iiriinleri arasinda keci siitii ve tiriinleri toplum
tarafindan saglikli yasamin 6nemli 6gelerinden biri olarak kabul edilmektedir. Bilimsel

caligmalarla biyoaktif bilesenlerin insan sagligina olumlu etkilerinin ortaya konmasi, en



onemli biyoaktif peptit kaynagi olan siit {irlinleri iizerinde arastirmalarin artmasina neden
olmus ve hatta siit kaynakli destek gidalarin iiretiminin &niinii acmistir. Uretim
parametrelerindeki cesitlilik dikkate alindiginda, peynir {iretimiyle siit proteinleri kaynakli
cok sayida biyoaktif peptit elde edilebilecegi, peynir iiretim parametrelerin etkilerinin ortaya
konmasiyla, ilave katkilar kullanmadan, biyoyararli peynirlerin iiretiminin optimize

edilebilecegi agiktir.

Keci peyniri, kegi yetistiriciligi faaliyetlerine bagli olarak ¢cogunlukla kiigiik 6lgekte,
ciftlik/kdy ortaminda, siitlin sagildig1 haliyle mayalanmasiyla elde edilmektedir. Endiistriyel
iiretimlerde ise 1s1l iglem, starter kiiltiir, farkl1 pihtilastiricilar ve bazi teknolojik islemler
uygulanarak yapilmaktadir. Her iki iiretim seklinde fiziksel, kimyasal, duyusal ve
fonksiyonel karakteristikleri farkli peynirler iiretilmektedir. Literatiirde diinya genelinde
iiretilen onemli peynirlerin biyoaktif peptitleri, peptitlerin biyoerisilebilirlikleri ile ilgili
caligmalar bulunmasina ragmen peynir {iretim parametrelerinin keg¢i peynirinin fonksiyonel
ozelliklerine ve biyoaktif peptitlerinin in vitro biyoerisilebilirlikleri ile ilgili ¢aligmalara

ihtiya¢ bulunmaktadir.

Bu tez caligmasinda kegi peyniri biyoaktif peptitlerinin in vitro biyoerisilebilirlikleri
iizerine peynir liretim asamalarindan 1s1l islem uygulamasi, starter kiiltiir ilavesi, pthtilastirict
kaynag1 ve depolama prosesi etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmigtir. Amag kapsaminda tez

caligmasinda uygulanacak agsamalar agagida siralanmistir;

e Keci peynirinin ¢iftlik/kdy tipi iiretime benzer olarak siite 1s1l iglem uygulanmaksizin
ve endiistriyel iiretime benzer sekilde 1s1l islem uygulanarak {iretilmesi.

e Kegi peynirinin, siitlin dogal mikrofloras: ile fermantasyonuyla, siite ticari starter
kiiltiir ilave edilerek fermantasyonuyla ve fermantasyon olmaksizin iiretilmesi.

e Kegi siitiinden hayvansal ve bitkisel pihtilagtirict kullanilarak peynir iiretilmesi.

e Uretilen kegi peynirlerinin 6-8 °C sicaklikta 90 giin siire ile depolanmas.

e Keci peynirlerinin proteoliz diizeyinin ve peptit profilinin belirlenmesi.

e Kegi peynirlerinin duyusal 6zelliklerinin ve ugucu bilesen profilinin belirlenmesi.

e 1,30, 60 ve 90 giin depolanmis peynir orneklerine in vitro gastrointestinal sindirim

simiilasyonu uygulanmasi.



In vitro gastrointestinal sindirimi uygulamis 6rneklerden 3 kDa’dan kiigiik potansiyel
biyoaktif peptitleri i¢eren fraksiyonlarin ultrafiltrasyonla ekstrakte edilmesi.

Elde edilen peptit ekstraktlarinda antioksidan ve ACE inhibitor aktivitelerin

belirlenmesi.



IKINCi BOLUM
GENEL BILGILER VE ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Biyoaktif Peptit Kaynagi Olarak Kegi Siitii

Koyun ve keciden olusan diinya kiigiikbas hayvan varligimin % 47’sini 1,13 milyar
bas say1 ile keci olusturmaktadir (FAO, 2022a). Diinyadaki ke¢i varliginin % 1,1’ine sahip
olan iilkemizde, iilke ici kiiciikbas hayvan varliginin % 22,2’sine denk gelen yaklagik 12
milyon bas ke¢i bulunmaktadir (TUIK, 2022). Ulkemizde 2020 yilinda yaklasik 23 milyon
ton siit tiretilmis olup mevcut tiretimin % 2,5'ini kegi siitii olusturmaktadir. 2010 yilinda 10
milyon ton olan diinya kegi siitii tiretimi, 2020 y1linda iki kat artarak 20,6 milyon ton civarina
ulagmistir (FAO, 2022b). Kegi siitii tiretim miktarinin hizli artigi, artan diinya niifusunun
yaninda, tiiketicilerin bilinglenerek fonksiyonel gidalara yonelmesi ve bu konuda bilimsel
aragtirmalarla bircok saglik yarari kanitlanan kegi siitiine olan talebin hizla artmasina
baglanabilir. Son yillarda keg¢i siitii ve {iriinlerinin tiiketiciler tarafindan, yiiksek besin
degerleri ve biyoaktif bilesenlerin varligi nedeniyle saglikli yasam i¢in gerekli olan dengeli
bir beslenme kaynagi olarak ilgi gordiigli arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir

(Hammam vd., 2022; Lad vd., 2017; Nayik vd., 2021; Verruck vd., 2019).

Kegi siitiiniin bir¢cok avantaji ve saglik yarar1 bulunmaktadir. Kegci siitiindeki yag
globiilleri daha kiigiiktiir, bu durum inek siitiinden daha uzun siire siispansiyon halinde
kalmasini saglamakla birlikte homojenizasyon ihtiyacini azaltmaktadir. igerigindeki kisa ve
orta zincirli yag asitleri kegi siitiiniin daha kolay sindirilebilir olmasini saglamaktadir (Lad,
vd., 2017). Ayrica kegi siitiiniin yag kompozisyonundaki ¢oklu doymamais yag asitleri, keci
siitlinlin antikanser 6zelliginin baslica kaynagidir (dos Santos vd., 2023). Daha diisiik oranda
laktoz igermesinden dolay1 kegi siitiiniin laktoz intoleransi olan hastalar i¢in inek siitiinden
daha yararli oldugu belirtilmektedir (Kumar vd., 2016). Kegi siitiinde bulunan taurinin
kardiyovaskiiler hastalik ve hipertansiyon etkilerini azaltic1 etki gosterdigi bildirilmektedir
(Silanikove vd., 2010). Kegi siitii, inek stitiine gére daha yiiksek miktarda mineral ve vitamin
icerdiginden insan bagirsaginda biyoyararlanimi daha yiiksektir. Bu sayede insan
beslenmesinde ihtiya¢ duyulan bazi takviyelerin kegi siitii ile degistirilebilecegi bildirilmistir
(Saikia vd., 2022). Kegi siitiinde bulunan sialik asidin de hizli beyin gelisimine yardime1

oldugu bildirilmektedir (De Sousa vd., 2015). Besleyici 6zelliklerinin yani sira kegi siitiinin,



bebekler, yaslilar ve tedavi goren hastalarda bir¢ok ihtiyaci karsilayabilecek gii¢lii nutrasotik
ozelliklere sahip oldugu (Kumar vd., 2016), kolay sindirilebilirligi, gii¢lii tamponlama
kapasitesi, alkalilik ve baz1 terapdtik 6zellikleri nedeniyle inek siitiine tercih edilebilecegi

bildirilmistir (Zenebe vd., (2014).

Besleyici degeri, teknik islevselligi ve biyoaktif 0Ozellikleri agisindan
degerlendirildiginde siit proteinleri en ¢ok fonksiyonel 6zellige sahip siit bilesenlerinin
basinda gelmektedir (Guha vd., 2021). Teknik islevsellik olarak siit proteinleri, siit
iriinlerine karakteristik bir yap1, ¢oziiniirliik, su baglama, viskozite ve 1s1 stabilizasyonu gibi
ozellikler saglarken (Augustin ve Udabage, 2007), nutrasotik agidan degerlendirildiginde siit
proteini ve fraksiyonlarinin antitrombotik, antimikrobiyal, antioksidatif, antihipertansif,
immiinomodiilator gibi ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip degerli biyoaktif peptitlerin
kaynag1 oldugu bildirilmektedir (Park ve Nam, 2015).

Kazein fraksiyonlar1 (asi-, B-, os2- ve k-kazein) keci siitii proteinlerinin % 80'ini,
serum proteinleri ise (serum alblimini, a-laktalbumin, B-laktoglobulin, immiinoglobiilinler,
proteoz peptonlar ve laktoferrin) % 20’lik kismini olugturmaktadir. Siitteki protein miktari
irka, tiire, laktasyon siiresine, meme sagligina, beslenmeye ve ¢evre kosullarina bagli olarak
degismektedir (Kondyli vd., 2012; Park vd., 2007). Kegi siitii proteinleri, kegilerin genis
genetik polimorfizmi nedeniyle, farkli amino asit bilesimine sahip olabilir, bu da kegi siitii
driinlerinin duyusal, sindirilebilirlik ve biyoaktif 6zelliklerinde 6nemli farkliliklara yol
acabilir (Ballabio vd., 2011; Haenlein, 2004). Kazein fraksiyonlarindan a-, B-, ve «-
kazeinlerle birlikte serum proteinlerinden -laktoglobulin ve a-laktalbumin kegi siitiiniin ana
proteinleridir. Bununla birlikte immiinoglobulinler, serum alblimini ve proteoz-peptonlar
daha diisiik konsantrasyonlarda bulunur (dos Santos vd., 2023). Kii¢iik miktarlarda bulunan
baska bir ¢oziliniir peyniralt1 suyu proteini laktoferrindir ve ayrica rennet koagiile peynirden
biyoaktif 6zelligi bulunan kazeinomakropeptit agiga ¢ikmaktadir (Hernandez-Ledesma vd.,

2011).

Son yillarda peptitlerin biyolojik aktivitelerinin ortaya konmasiyla, keci siitii
proteinlerinin tanimlanmasina ve molekiiler bilesimine artan bir ilgi vardir. Siit proteinleri
arasinda kazein kegi siitlinde bulunan en 6nemli proteindir ve biyoaktif peptitlerin dnciisiidiir

(Dhasmana vd., 2021). Kegi siitiinden elde edilen kazein miselleri, inek siitiinden daha kiiciik
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boyut, daha yiiksek ¢oziiniirliik, daha diisiik ¢okelme hizi, daha diisiik 1s1 stabilitesi ve daha
yiiksek kalsiyum ve fosfor icerigine sahip olup (Al-Saadi vd., 2014; Chen vd., 2012) ve
ayrica keci siitiiniin daha diisiik konsantrasyonlarda asi-kazein ve daha yliksek
konsantrasyonlarda k-kazein ve B-kazein icermesi, kolay sindirilebilir olmasina ve daha
diistik alerjeniteye sahip olmasina katkida bulunmaktadir (Ballabio vd., 2011; Verruck vd.,
2019).

Biyoaktif peptitler ana protein zinciri i¢inde iken, etki gdstermeyen suskun veya
inaktif haldedirler. Ana protein zincirinden salinmalart sindirim enzimleriyle hidroliz,
proteolitik mikroorganizmalarla hidroliz ve mikroorganizma veya bitki kokenli enzimlerle
hidroliz olmak {izere ii¢ sekilde olmaktadir (Turan, 2022). Siitiin fermantasyonu ile biyolojik
olarak aktif peptitlerin aktif olmayan protein formlarindan salinma olasiligi, bunlarin
spesifik dizilisi ve salinan peptitlerin uzunlugu iki ana faktor tarafindan belirlenir: (a) hayvan
tiiriine ve hatta irka bagli olarak siralamasi farklilik gosteren dncii protein ve (b) starter kiiltiir
suslarinin proteolitik enzimleridir (Moreno-Montoro vd., 2017). Gastrointestinal sistemdeki
protein sindirim kinetigi ve bunun sonucunda sindirim iglemi sirasinda peptitlerin salinmasi,
gida matrisinin yapisi, proteinin gidada bulundugu pH ve direnci igeren ¢esitli faktorlere
baglidir. Bu faktorler midede olusan kimusun yapisini, pepsin etkisinin optimum pH
degerine ulagmasi i¢in gereken siireyi ve sindirim enzimlerinin protein yapilarindaki hidroliz
bolgelerine erisimini etkiler (Barbe vd., 2014). Siit matriksinin protein sindirim
kinetigindeki 6nemi ve peptitlerin gastrointestinal kanalda salinmasi, her siit ¢esidi ve
bunlardan {iretilen {iriinlerin biyoaktif peptitlerin biyoerisilebilirliginin degerlendirilmesi
ihtiyacini ortaya ¢ikarmakta, farkl: siit tirlinlerinde protein matriksinin yapisindaki farklilik
nedeniyle, sindirim sirasinda farkli yapisal degisiklikler ve protein hidrolizi modelleri buna
bagli olarak farkli peptit profili olusacag: bildirilmektedir (Asensio-Grau vd., 2019; Do ve
Kong, 2018).

Kegi siitii kaynakli bioyaktif peptitler, ke¢i siitiiniin dogrudan tiiketildigi durumda
ancak siitlin icerdigi dogal proteazlarin aktivitesi ve tiiketilmesi sonrasi gastrointestinal
sindirimi ile agiga ¢ikabilir. Siitlin, tiiketim Oncesi 1s1l isleme tabi tutulmasi, proteinlerin
ugrayacagi enzimatik siireclerin tamaminda, hem siitiin i¢cerdigi enzim ve mikrofloranin 1s1l
islemden etkilenmesi ile hem de siit proteinlerin yapisinda 1s1l isleme bagl olarak meydana

gelecek degisimler ile dogrudan etkilenmesine yol agabilir. Kegi siitiinlin kefir, yogurt ve
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peynir gibi iirlinlere doniistiirtildiigiinde hem bu {irlinlerin {liretimi esnasinda gerceklesecek
peptit salinmalar1 hem de bu iiriinlerin sindiriminde meydana gelecek peptitlerin
doniisiimiiyle ¢ok sayida biyoerisilebilir peptidin olusmast muhtemeldir. Biyoaktif
peptitlerin iiretimine iliskin ¢ogu c¢alismada, protein substrati olarak inek siitii
kullanilmaktadir, ancak diger siit tiirleri, 6zellikle ke¢i siitii, bu peptitlerin potansiyel bir
kaynag1 olarak vurgulanmistir (Didelot vd., 2006). Keci siitii proteinlerinin hidroliz
islemlerinin, antihipertansif, antioksidan, hipoglisemik, antiinflamatuar, antimikrobiyal,
opioid veya immiinomodiilator aktivitelere sahip peptitler tirettigi bildirilmistir (Ahmed vd.,
2015; Du vd., 2022; Hernandez-Ledesma vd., 2011; Rohmah vd., 2015). Nielsen vd. (2017)
siit proteinli kaynakli biyoaktif peptitler ilizerine yapilmis olan c¢aligmalari inceleyip
derleyerek siit proteinleri kaynakli biyoaktif peptitleri iceren kapsamli bir veri bankasi
olusturmuslardir. Bu veri bankas1 944 farkli biyoaktif peptit icermektedir. Bu c¢aligmada
derlenen biyoaktif peptitlerin ¢ogunun siit proteinlerinin in vitro sindirimi sonrasi agiga
ciktig1 belirtilirken digerlerinin peynir, yogurt, kefir gibi farkl siit {irtinlerinde dogal yolla
olustugu bildirilmistir.

2.1.1. ACE Inhibitér Peptitler

Diinya genelinde hipertansiyonun yaygin olmasi nedeniyle peptitlerin biyolojik
etkileri tizerine yapilan c¢alismalar, hipertansiyon etkilerinin azaltilmasi {izerine
yogunlagmaktadir (Guo vd., 2009; Korhonen ve Pihlanto, 2006). Kardiyovaskiiler
hastaliklar, kalp ve kan damarlar1 hastaliklarini iceren gruba verilen genel isimdir.
Kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumu ACE tarafindan diizenlenen kan basinci ile dogrudan
iliskilidir. Angiotensin I doniistiiriicli enzim ekzopeptidazdir ve gesitli peptit substratlarinin
C terminal uglarindan dipeptitleri agiga c¢ikarmaktadir (Pihlanto-Leppala, 2001;
Schanbacher vd., 1998). ACE inhibitor peptitlerin ACE’ye baglanmak i¢in C-terminalini
kullandig1 (Stuknyte vd., 2015) ve enzimin C-terminalinde hidrofobik amino asit igceren
peptitleri substrat olarak tercih etme egiliminde oldugu bilinmektedir (Fitzgerald ve Meisel,
2000; Meisel, 1998). C-terminalinde arjinin, triptofan, tirozin, fenilalanin, lizin veya prolin
bulunan peptitler ACE’ye daha kolay baglanarak inhibitor aktivitesi gosterebilen peptitlerdir
(Hernandez-Ledesma vd., 2011). Hidrofobik amino asit igermenin yaninda molekiiler

agirhigin da ACE inhibitdr aktivite gostermede 6nemli bir 6zellik oldugu ve ACE inhibitor



peptitlerinin ¢ogunlukla kisa zincirli, diisiik molekiil agirligina sahip peptitler oldugu

bildirilmektedir (Hayes ve Tiwari, 2015).

ACE (EC 3.4.15.1) klasik olarak periferal kan basmncini diizenleyen renin-
anjiyotensin sistemi ile iliskilendirilmektedir (Hong vd., 2008; Meisel, 1998). ACE,
anjiyotensinojenden aciga ¢ikarilan anjiyotensin I’i kuvvetli damar daraltic1 anjiyotensin
II’ye renin ile doniistiirerek kan basincimi arttirmaktadir. ACE ayrica damar genisletici
brady-kinin enzimini parcalamakta ve adrenal kortekste aldosteronun agiga ¢ikmasini da
stimiile etmektedir. ACE inhibitdr peptitler bu etkileri ¢esitli yollardan bloke ederek kan
basincini  diizenlemekte, viicudu kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 korumaktadir
(Hernandez-Ledesma vd., 2004; Jakala ve Vapaatalo, 2010). ACE inhibitdr peptitler
genellikle prolin gibi polar amino asit dizilimlerini igeren kisa peptit zincirlerinden
olusmaktadir (Espejo-Carpio vd., 2013; Meisel, 2005). Keci siitii kazein ve serum proteinleri
kaynakli ACE inhibitdr peptitler tammlanmistir. Ornegin asi-kazeinin AYFY (143-146)
fragmenti, os-kazeinin KFAWPQ (174-179) ve PYVRYL (203-208) fragmentleri, «-
kazeinin PYY (5§9-61), MAIPPK (106-111) ve MAIPPKK (106-112) fragmentleri, B-
laktoglobulinin LKPTPEGD (46-53), LQKW (58-61), LLF (103-105 ve LVRT (122-125)
fragmentleri ACE inhibitoriidiir (Gomez-Ruiz vd., 2006; Hernandez-Ledesma vd., 2002;
Lee vd., 2005; Quiros vd., 2005). In vitro ¢alismalar, ACE inhibitor peptitlerin, 6zellikle
mide proteazlar1 ve laktik mikroorganizmalar tarafindan siit ve keg¢i peyniralti suyu
proteinlerinin hidrolizinden elde edilebilecegini gdstermektedir. Kegci siitii proteinlerinin
subtilisin ve tripsin proteazlari tarafindan hidrolizi ile yiiksek ACE inhibe edici aktiviteye
sahip peptitlerin olustugu saptanmistir (De Gobba vd., 2014; Espejo-Carpio vd., 2013;
2016).

Tagliazucchi vd. (2017) yagsiz kegi siitiiniin in vitro gastrointestinal sindiriminin
ACE inhibitor peptitlerin salinmasina neden oldugunu, antihipertansif tripeptitler valin-
prolin-prolin ve izoldsin-prolin-prolin konsantrasyonlarinin ise sirasiyla 1829,8 ve 141,4
pg/L oldugunu belirlemislerdir. Ayni ¢alismada ACE inhibitor aktivitenin sindirimin peptik
fazinin sonunda en yliksek iken pankreatik fazda siirekli olarak azaldigi, pankreas sonrasi
sindirilmis numunenin ultrafiltrasyonu ile elde edilen kiigiik peptitlere sahip < 3 kDa

fraksiyonunun sindirilmis siitlin ACE inhibitor aktivitesinden sorumlu oldugu bildirilmistir.
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Kegi siitii proteinlerinin sulu ekstraktlarinin in vitro sindirim simiilasyonu sonrasi
ACE inhibitorii aktivitesinin incelendigi calismada: B-laktoglobulinden PEQSLACQCL
(113-122), B-kazeinden QSLVYPFTGPI (56-66) ve k-kazinden gelen ARHPHPHLSFM
(96-106) iic ACE inhibitor peptit tanimlanmigtir. Peyniralti suyu ve kazeinlerden elde edilen
peptitlerin, sirasiyla 4,45 uM ve 4,27 uM'lik IC50 degerlerinde, antihipertansif bir ila¢ olan
kaptoprile kiyasla belirgin bir ACE inhibitorii aktivitesi gosterdiklerini bildirilmistir
(Ibrahim vd., 2017).

Shu vd. (2018a) yagsiz inek ve kegi siitiinii, alkalin proteaz, tripsin, bromelain ve
papain ticari proteazlarmi kullanarak hidroliz ettikleri c¢alismada, hidroliz siiresinin
artmastyla hidroliz derecelerinin arttigini, alkali proteazla islenmis peptit hidrolizatlarin en
yiiksek ACE inhibitdr aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir. Ayrica keg¢i siitiinden elde
edilen peptit hidrolizatlarinin inek siitiinden elde edilen hidrolizatlardan daha yiiksek ACE
inhibitor aktiviteye sahip oldugunu, bu nedenle ke¢i siitliniin, inek siiti ile
karsilagtirildiginda ACE inhibitorii aktiviteye sahip biyoaktif peptitleri elde etmek i¢in iyi
bir kaynak oldugunu bildirmislerdir.

Didelot vd. (2006) kegi siitli kaynakli peyniraltt suyunun Lb. paracasei ve Candida
parapsilosis ile fermente ettikleri calismada o-laktalbiiminden kaynaklanan WLAHK (104-
108) olarak tanimlanan ve en giicli ACE inhibe edici peptit olarak karakterize edilen
biyoaktif peptitlerin olustugunu rapor etmislerdir. Benzer bir sekilde Hamme vd (2009),
Kluyveromyces marxianus ve Lb. rhamnosus igeren kiiltlir kullanarak ke¢i peyniralt1 suyu
a-laktalblimininden salinan NYW (102-104) ve W'ye (104) ek olarak WLAHK peptitlerinin
ACE inhibe edici aktiviteye sahip oldugunu ve bu peptitlerin in vitro olarak simiile edilen
gastrointestinal sindirime direngli oldugunu bulmuslardir. Bu baglamda, arastirmacilar kegi
stitii ve keci peyniralt1 suyundan elde edilen ACE inhibitor peptitleri, hipertansiyonun hem

onlenmesinde hem de tedavisinde potansiyel tasidigini bildirmislerdir.

Parmar vd. (2018) Lb. casei ve Lb. fermentum ile fermente edilen kegci siitiiniin ACE
inhibitor aktivite ve di-tri peptidaz aktivitesi gosterdigini, 3, 5 ve 10 kDa ayriml filtreler
kullanilarak elde edilen tim permeat ve retentatlar arasinda Lb. casei ile fermente edilen
orneklerin en yiiksek ACE inhibitor aktiviteyi gosterdigini bildirmislerdir. 3 kDa ayrimli

filtrelerden elde edilen permeat ve retentat 6rnekleri arasinda Lb. casei ile fermente edilenler
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en yiikksek ACE inhibitor aktiviteyi (swrasiyla % 36.26 ve % 43,58) gosterirken, Lb.
fermentum ile fermente edilenlerin en diisiik ACE inhibitor aktiviteyi (sirastyla % 14.40 ve

% 29,46) gosterdigi bildirilmistir.

Parmar vd. (2020) bes farkli Lactobacillus kiiltiirii arasinda Lb. casei ile fermente
edilen keci siitlinlin 24 saat sonunda en yiiksek ACE inhibitoér aktiviteyi (% 66,99)
gosterdigini saptamiglardir. Lb. helveticus PR4 proteinazini kullanilarak alti farkli tiiriin
(inek, koyun, keci, domuz, manda ve insan) siitiinden antimikrobiyal ve ACE inhibit6r

peptitler elde edildigi rapor edilmistir (Minervini vd., 2003).

2.1.2. Antioksidan Peptitler

Serbest radikallerin insan viicudunda neden olacagi olas1 hasar1 dnlemek icin tedavi
amacli antioksidan takviyeler kullanilmakta ve pek ¢ok gida maddesinin gii¢lii antioksidan
niteligi dolayisiyla dogal tedavi ajani olarak kullanim olanaklar1 aragtirilmaktadir (Xiong,
2010). Dogal kaynaklardan elde edilen antioksidanlar, sentetik antioksidanlarin bazilarinin
kanserojenik etkilerinin bulunmasindan dolayi, daha fazla tercih edilmektedir (Liu vd.,
2005). Ciinkii gida kaynakli protein, peptit ve amino asitlerin, diisiik maliyetleri,
giivenilirlikleri ve yliksek besinsel degerleri nedeniyle, antioksidan olarak kullanimina
taleplerin arttig1 bildirilmistir (Park vd., 2008). Serbest radikaller ile antioksidan
mekanizmalarin fizyolojik kosullarda denge halinde oldugu, dengenin oksidanlar lehine
degismesi durumunda oksidatif stres, ¢esitli vaskiiler rahatsizliklarin meydana geldigi
bilinmektedir. Ayrica serbest radikallerin membran lipidlerini, hiicresel proteinleri, DNA ve
hiicresel siirecleri kontrol eden enzimleri oksitlemek suretiyle hiicresel diizeyde dldiiriicii
etkiler yaratabilecegi bildirilmistir (Sharma vd., 2012). Proteinlerin antioksidan aktivitesi
ACE inhibitor aktivite gosteren peptitlerde oldugu gibi yapilarindaki amino asitlerden,
amino asitlerin dizilimlerden ve peptidazlarin neden oldugu enzimatik hidroliz ile meydana
gelen genellikle 5-11 amino asit igeren biyoaktif peptitlerden kaynaklanmaktadir. Ornegin
prolin, histidin, tirozin veya triptofan gibi hidrofobik bazi amino asitler ve bunlarin
tiirevlerinin antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ayrica, pozitif ylikli gruplarin,
gecis metallerini elektrostatik itme kuvvetiyle lipit damlaciklarindan uzaklastirarak, lipit
oksidasyonunun inhibisyonuna yardim etmelerinden dolay1 peptitlerin katyonik karakterinin

de antioksidan Ozellikleri i¢in dnemli oldugu bildirilmistir (Chen vd., 1998). Yapilan
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arastirmalarda siit kazeinlerinden ve serum proteinlerinden antioksidan 6zellikte peptitler
elde edildigi bildirilmistir (Hernandez-Ledesma vd., 2005; Suetsuna vd., 2000). Siit
proteinlerinden elde edilen ¢ogu a-kazein kaynakli peptitlerin esansiyel yag asitlerinin
enzimatik ve enzimatik olmayan peroksidasyonunu onledigi bildirilmistir (Fitzgerald ve
Murray, 2006). Suetsuna vd. (2000) kazein hidrolizatlarinin siiperoksit anyonunu, hidroksil
radikalini ve DPPH radikalini tutucu etki gosterdigini bildirmislerdir. Radikal tutucu etki
icin kazein orijinli glutamin-16sin sekansinin énemli oldugu one siiriilmiistiir. Bu nedenle
antioksidan aktivitenin belirlenmesinde proteinin birincil yapisinin énemli bir rol oynadigi
bildirilmektedir. Kullisaar vd. (2003) fermente keci siitiiniin i¢erdigi antioksidan peptitlerin,
lipoprotein fraksiyonlarinin oksidasyonu azaltma, peroksitlenmis lipoprotein miktarini
azaltma, diisiik dansiteli lipoproteinleri oksitleme ve toplam antioksidan aktiviteyi artirma
ozelliklerine bagli olarak fermente keci siitii tiiketiminin bireylerin kalp sagligin1 olumlu

yonde etkiledigini ifade etmislerdir.

Tagliazucchi vd. (2017) yagsiz keg¢i siitlinlin in vitro gastrointestinal sindirimi ile
olusan kisa peptitlerin antioksidan aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Kegci siitli Lb. casei
starter kiiltiirli kullanilarak fermente edildikten sonra in vitro sindirim simiilasyonu
uygulanmis, fermente {riiniin hidroksil radikalini baglama aktivitesinin % 56,50’den %
88,01 oranina ve DPPH radikal baglama oraninin ise % 41,97°den % 63,48’¢ yiikseldigi
bildirilmistir (Shu vd., 2018b). Moxoto keg¢i siitiiniin papain enzimi ile hidrolizi sonucu
olusan antioksidatif biyoaktif peptitler tanimlanmis, en yiiksek antioksidan aktivite diizeyi
2329,6 mM Troloks/mg olarak belirlenmistir (Bezerra vd., 2013). Diger bir ¢alismada kazein
ve serum proteinleri olarak fraksiyonlara ayilan kegi siitiinde in vitro sindirim sonras1 énemli
antioksidan aktivite belirlenmis ve aktif peptit fraksiyonundaki 16sin varlig1 ve serin-
16sin/triptofan-10sin/prolin-10sin  peptitlerinin bu antioksidan aktiviteye katki sagladigi
bildirilmistir (Ahmed vd., 2015). Arastirmacilar ayrica kegi siitii proteinlerinden aciga ¢ikan
biyoaktif peptitlerin hipoglisemik aktivite gdsterebilecegini ve ayrica diyabet

komplikasyonlarini dnleyebilecegini bildirmislerdir.
Kegi siitii proteini fraksiyonlarinin proteazlar (subtilisin ve tripsin) ile islenmesinin,

ACE ihnibitorii aktivitenin yaninda serbest radikalleri yakalamada, metal iyonlarim

selatlamada ve lipid oksidasyonunun yan iiriinlerinin olusumunu engellemede etkili olan,
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potansiyel antioksidan peptitleri saldig1 in vitro ¢aligmalarda ortaya koymustur (De Gobba

vd., 2014; Espejo-Carpio vd., 2016; Li vd., 2013).

Lb. helveticus MTCC 5463 ile fermente edilmis keci siitlinlin gii¢lii antioksidan
aktivite sergiledigi, % 2 mikroorganizma inokiilasyon edilen 6rneklerin 37 °C'de ve 48 saat
fermentasyonu sonucu, % 49 radikal (ABTS) inhibisyonu gosteren antioksidan aktiviteye
sahip oldugu (Panchal vd., 2021a), benzer kosullarda Lb. fermentum ile fermente edilen kegi
stitiiniin % 57,09 radikal (ABTS) inhibisyonu gosteren giiglii antioksidatif ozelliklerle
karakterize edildigi bildirilmistir (Panchal vd., 2021b).

Mikroorganizmalarin veya gastrik enzimlerin kegi siitii iizerindeki etkisi basta ACE
inhibitorii ve antioksidan olmak iizere antimikrobiyal, immiinomodiilator, hipoglisemik,
antiinflamatuar ve digerlerini i¢eren biyolojik aktivitelere sahip peptitler iiretebilecegi, bu
baglamda, kegci siitii ve iiriinlerinin tiiketimini tesvik etmek ve fonksiyonel potansiyeli 6ne
cikarmak i¢in yeni siit iirlinleri gelistirilebilecegi bildirilmistir (Baptista ve Gigante, 2021;

Moreno-Montoro vd., 2018).

2.2. Peynir Uretim Parametrelerinin Biyoaktif Peptitler Uzerine Etkisi

Peynir iiretimi sirasinda 1s1l islem, homojenizasyon, yiiksek basing vb. prosesler,
siitlin fermantasyonu ve koagiilasyonu ve olgunlastirma gibi bir¢ok islem uygulanmaktadir.
Bu islemler tat, koku gibi duyusal ozelliklerin yani sira biyoaktif peptit icerigini de
etkilemektedir (Korhonen ve Pihlanto, 2006). Peynir {iretimi sirasinda siite uygulanan 1sil
islem ve mikrobiyal enzimler ile ger¢eklesen hidroliz sonucunda agiga ¢ikan ¢esitli biyoaktif
peptitlerin peynirin saglikli bir gida olarak diisliniilmesinin nedenlerinden oldugu
bildirilmistir (Choi vd., 2012; Hafeez vd., 2014). Biyoaktif 6zellik gosteren ¢ogu protein ve
peptitlerin siit kaynakli olmalarinin yani sira bircogunun peynir iiretim sirasinda olustugunu
bildirilmektedir (Power vd., 2013). Peynir ¢esidi, kullanilan kiiltiir ve depolama siiresi gibi
enzimatik aktiviteyi etkileyen parametreler son iriiniin peptit profilini etkilemekte ve
olgunlasmanin farkli asamalarinda farkli peptitler olugsmaktadir (Baptista vd., 2018;
Korhonen ve Pihlanto, 2006). Siite uygulanan 1s1l islem, pihtilagtiricr tiiri, kullanilan starter

kiiltiirler ve olgunlagma siiresi, peynirlerde biyoaktif peptitlerin olusumuyla ilgili oldugu
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bir¢ok caligsmada bildirilmistir (Babtista vd., 2018; Babtista vd., 2020, Galli vd., 2019; Sieber
vd., 2010; Timon vd., 2019).

2.2.1. Isil islem

Siit proteinlerini etkileyen énemli islemlerden biri 1s1l islem uygulamasidir. Peynir
iretiminde kullanilan siitiin pastdrizasyonu, endiistriyel iiretimlerde 6nemli bir proses
asamasidir (Rafiq vd., 2021). Isil islem siit ve siit iiriinlerinde hastalik etmeni
mikroorganizmalarin inhibe edilmesinin yaninda iiriiniin duyusal niteliklerine de katki
sunmaktadir. Siitiin bilesimi gz Oniine alindiginda 1sil islem, serum proteinlerinin
denatiirasyonu, denatiire serum proteinlerinin kazein miselleri de dahil olmak iizere diger
proteinlerle interaksiyonlari ve kazein misel ayrigsma reaksiyonlarma etki etmektedir
(Anema, 2009). Peynir iiretiminde uygulanan 1sil iglem, siitlin pithtilagma o6zelliklerini
degistirerek peynir olgunlasma siirecine; endojen enzimleri inaktive ve dogal mikrofloray1
tahrip ederek, starter mikroorganizma proteazlari veya pihtilagtirict enzimlerinin protein
fraksiyonlarina hidrolitik erisilebilirligini degistirerek, farkli sekillerde miidahale etmektedir
(Benfeldt ve Sorensen, 2001). Isil islem siitiin stabilitesinin belirlenmesinde ve fonksiyonel
performansinda 6nemli rol oynamakta ve ayrica 1s1l islem sonucu proteinlerin yapilarinda
olusan degisimler biyoaktivitelerini etkileyebilmektedir (Otag ve Hayta, 2013). Isil islemler
sonucu peyniralti suyu proteinlerinin denatiirasyona ugramasi proteinlerin yapilarini ve
hidrofobik gruplarin etkilesimlerini etkileyebilmektedir. Sicaklik ve 1s1l islem siiresindeki
artigla birlikte a-laktalbumin ve B-laktoglobulin denatiire olarak molekiiller arasi disiilfit
baglariyla kompleksler olusturmakta ve her iki protein de kazein misellerinin yiizeyine

baglanmaktadirlar (Basilicata vd., 2018).

Biitikofer vd. (2007) pastorize siitten elde edilen peynirlere kiyasla ¢ig siitten tiretilen
peynirlerde  antihipertansif tripeptit  valin-prolin-prolin  ve izoldsin-prolin-prolin
konsantrasyonlarinin daha yiiksek oldugunu bildirmigler, bu durum, kazeinlerin kiigiik
peptitlere parcalanmasint hizlandirabilen, NSLAB proteinazlar1 ve peptidazlarinin
proteolitik etkisiyle iliskilendirilmistir. Benzer sekilde kontrollii kosullarda yapilan bir
calismada Gomez-Ruiz vd. (2002) ¢ig siitten elde edilen 8 ay olgunlastirilmis Manchego
peynirinde, pastorize siitle ve farkli laktik kiiltiirlerin eklenmesiyle yapilan peynirlere kiyasla

daha yiiksek ACE inhibitor aktivite bulmuslardir. Cig ve pastorize siitten elde edilen koyun
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peynirinin peptit profilinin kiyaslandigi bir caligmada benzer sekilde ¢ig siitten elde edilen
peynirlerde peptitlerin daha yiiksek ACE inhibitor aktivite gosterdikleri bulunmustur
(Pisanu vd., 2015). McSweeney vd. (1993), ¢ig siit veya pastorize siitle yapilan taze Cheddar
peynirleri arasinda primer proteolizde anlamli bir fark bulunmadigini, ancak proteolizdeki

farkliliklarin olgunlagmayla basladigini ve olgunlagsma boyunca arttigin1 bildirmislerdir.

Ren vd. (2023) 1s1l islemin yagsiz keg¢i siitii proteinlerinin sindirimi {izerindeki
etkilerini belirledikleri calismada, yagsiz kegi siitiiniin sindirimini hem siipernatantta hem de
mide pihtisinda incelemislerdir. Sonuglar olarak 1limli 1s1l iglem uygulanan 6rneklerle (< 75
°C) karsilagtirildiginda, > 80 °C'de 1s1l islem uygulanan 6rneklerin daha yiiksek protein
sindirim oraniyla daha kapsamli gastrik piht1 olusumu gosterdigini, ancak ayni zamanda
daha fazla miktarda sindirilmemis peyniraltt suyu proteini icerdigi saptanmistir. Bu
calismada B-kazeinin, biyoaktif peptitlerin ana kaynagi oldugu, 65 °C'de 1sitilan 6rneklerin
daha yiiksek biyoaktif peptit icerigine sahip oldugu, 75 °C'yi asan sicakliklarda uygulanan

1s1l islem sonucu peptitlerin daha kiiciik peptitlere pargalandigi bulunmustur.

El-Fattah vd. (2020) tam yagh ¢ig keci siitlerinde DPPH radikal yakalama testi ile
belirlenen antioksidan aktivitenin giiglii oldugunu, pastorizasyon isleminden sonra
aktivitenin azaldigin1 ancak kaybolmadigini belirlemisler ve ayrica siitiin sterilizasyonunun

antioksidan kapasiteyi artirma egiliminde oldugunu bildirmislerdir.

Baz1 peynir ¢esitlerinin tiretimi sirasinda yiiksek sicaklik ve rennet ilavesi ile yliksek
yag igeriginin peyniralti suyu proteinleri ile kazein miselleri arasindaki etkilesimi
giiclendirdigi bildirilmigtir. Bu durum proteinlerin proteolizine karst bir koruma
olusturmaktadir (Basilicata vd., 2018). Baz1 peynir ¢esitleri icin 6nemli bir asama olan pihti
haslama, farkli peynir ¢esitlerinde telemenin 31 °C ile 55 °C arasinda degisen sicakliklarda
kesilmesinden sonra gergeklestirilen peynir iiretiminde kilit bir islemdir (Fox vd., 2000).
Haslama sicakliginin, biyoaktif peptitlerin sentezini biiylik 6l¢iide etkiledigi, bununla
birlikte, peynir olgunlagsmasi sirasinda, haglama sicakliginin artmasiyla ACE inhibitor

peptitlerin konsantrasyonlarinin azaldigi bildirilmistir (Rafiq vd., 2021).
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2.2.2. Starter Kiiltiir

Peynir tiretiminde starter kiiltiir kullanimi temelde peynir asitliginin gelismesine etki
ederek pihtilagtirict enzim aktivitesi, pihtilagtirict enzimin pihtida alikonmasi, randiman,
peynir kurumaddesi, peynirin fiziksel 6zellikleri ve en Onemlisi olgunlasma esnasinda
peynirde gerceklesen biyokimyasal degisimler gibi birgok faktdr {izerinde etki
gostermektedir (Pappas vd., 1996). Peynir iiretiminde 1s1l islem uygulanmadigi durumlarda
starter olmayan mikroflora fermantasyona katki saglamaktadir. Pastdrize siitten peynir
iiretiminde starter kiiltiir kullanim1 ve starter kiiltiir se¢imi en 6nemli asamalardan birisidir
(Bintsis ve Papademas, 2002). Peynir tiretiminde starter kiiltiir olarak proteolitik aktivitesi
yiiksek Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus suslarindan olusan termofilik ve/veya
mezofilik starter kiiltiir kombinasyonlarinin kullanildigi (Hayaloglu vd., 2002), 6zellikle
Beyaz peynir liretiminde yaygin olarak Le. lactis subsp. lactis ve Lc. lactis subsp. cremoris

bakterilerinden olusan starter kiiltiirlerin tercih edildigi bildirilmistir (Hayaloglu vd., 2004).

Peynirlerde proteoliz seviyesi ve biyoaktif peptitlerin iiretimi, starter ve NSLAB’nin
aktivitelerine baghdir (Fitzgerald ve Murray, 2006). Starter ve destek kiiltiirlerdeki laktik
asit bakterileri (LAB), peynirlerin olgunlagsmasinda meydana gelen proteolizde 6énemli rol
oynayan proteinazlar ve peptidazlardan olusan karmasik bir proteolitik sisteme sahiptir
(Hayek ve Ibrahim, 2013). LAB’nin proteolitik sistemleri, hiicre zarma bagh hiicre dist
proteazlardan, hiicre zarfi proteinazlarindan, mikrobiyal hiicreye peptit tasima
sistemlerinden ve hiicre i¢i peptidazlardan olusmaktadir (Kunji vd., 1996). Dolayisiyla
peynir yapim siirecinde kullanilan starter kiiltiirler, ¢esitli proteolitik aktiviteleri sayesinde
peynirlerde peptit profilinin olusumunda 6nemli bir rol oynar (Timon vd., 2019). Farkli LAB
tiirlerinin kompleks proteolitik sistemlerinin varligi ve bunlarin enzimlerinin biyoaktif
peptitlerin salinmasindaki etkisi géz ontine alindiginda, siit proteinlerini hidrolize edebilen
ve biyoaktif peptitleri salma yetenegine sahip destek kiiltiirlerin kullanimi, peynir iiretiminde
onemli bir proses asamasi veya kontrol yontemi olarak kabul edilmektedir. Destek starter
kiiltiirlerin kullanimi, siit endiistrisinde yaygin ve uygulamasi kolay bir yontem olsa da
peynirin peptit profilini birinci derecede etkileyen kiiltiiriin se¢imi hem biyoaktif peptitleri
olusturma potansiyeli tagimasi hem de iirlinlin duyusal karakteristiklerini olumsuz
etkilememesi agisindan stratejik dneme sahiptir (Baptista vd., 2020; Kocak vd., 2020; Ong
vd., 2007).
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Yapilan calismalarda Lb. delbruckii subsp. bulgaricus, Lc. lactis subsp. cremoris
(Gobbetti vd., 2000) Lb. rhamnosus (Hernandez-Ledesma vd., 2004), S. thermophilus ve Lc.
lactis subsp. lactis’in (Ashar ve Chand, 2004) Cheddar peyniri tiretiminde kullanimiyla ACE
inhibitor peptitlerin agiga ciktigi, diisiik yagli probiyotik peynir (Festivo) liretiminde
Lactococcus, Leuconostoc, Propionibacterium, Lactobacillis ve Bifidobacterium suslariin
kullanimiyla biyoaktif peptitlerin tiretildigi (Ryhanen vd., 2001), farkli probiyotik destek
kiiltiirlerin  kullaniminin  Cheddar peynirinde yliksek konsantrasyonda ACE inhibitor

peptitler iiretilmesini sagladigi bildirilmistir (Ong vd., 2007).

Songisepp vd. (2004) peynir liretiminde starter kiiltiirlere ilave olarak kullanilan
probiyotik Lb. fermentum susunun proteolitik aktivitesi sonucu kazein kaynakli ¢ok sayida
peptit aciga cikardigini, probiyotik peynirlerin starter kiiltiir kullanilarak tiretilen peynirlere

kiyasla depolama siiresince antioksidan aktivitelerinin daha fazla arttigini belirtmislerdir.

Peynirlerde proteolitik ve otolitik ozelligi yiiksek suslarin kullaniminin ACE
inhibitdr peptit icerigini artirdiini, artan olgunlasma siiresi ve yiiksek olgunlagsma
sicakliginin da bu peptitlerin konsantrasyonlarinin artmasini sagladigi, dolayisiyla ACE

inhibitor aktivitenin artmasinda 6nemli bir etkisinin oldugu bildirilmistir (Sahingil, 2014).

Starter kiiltiirle tiretilen peynirlerin aksine geleneksel peynir ¢esitleri starter kiiltiir
kullanilmadan {iiretildiklerinden peptit profilleri ve biyoaktif peptit i¢erikleri starter olmayan
ancak olgunlagma sirasinda gelisen proteoliz lizerinde etkili olan dogal mikrofloraya baglidir
(Turan, 2022). Antioksidan 6zellikteki peptitlerin daha ¢ok ikincil proteoliz sirasinda agiga
ciktig1, bu nedenle zengin mikrofloraya sahip peynirlerde daha fazla sayida antioksidan
peptit agiga ¢iktig1 bildirilmistir (Mushtaq vd., 2016). Peynirlerin peptit profillerinin yan1
sira mikrobiyotalarinin belirlenmesi ve gergeklesen proteolizin daha detayli sekilde
incelenmesiyle, biyoaktif peptit iiretiminde kullanilabilecek yeni mikroorganizmalarin

kesfedilebilecegi bildirilmistir (Turan, 2022).

2.2.3. Siitiin Pihtilasmasi

Peynir iiretiminin en temel agamasi siitiin pihtilastirilmasidir. Siitiin pihtilagmast siite

enzim ilavesi, asitlendirme, 1s1l islem uygulamasi veya bu yontemlerin birlikte kullanmasi
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sonucu protein fraksiyonlarinin stabilizasyonunun bozularak siitiin sivi halden jel haline
geemesi olarak tanimlanmaktadir (Fox, 1989). Yaygin olarak iiretilen Cheddar, Gouda,
Emmental, Parmesan, Beyaz Peynir, Feta, Mozzarella gibi siite pithtilagtirict enzim ilave
edilerek {iiretilen rennet-piht1 peynirleri toplam peynir tiretiminin % 77’sini olusturmaktadir
(Fox ve McSweeney, 1996). Siitii pihtilagtiran enzimler hidrolazlar ana grubuna dahil olan
endopeptidazlardan olup hayvanlardan, bitkilerden ve mikroorganizmalardan elde
edilmektedirler. Peynir iiretiminde siit emme doneminde olan gevis getiren hayvanlarin
sirdeninden elde edilen kimozin/pepsin (90/10) igerigindeki rennet enzimi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kimozin (EC, 3.4.23.4) siit proteini k-kazeini fenilalanin-metionin (105-
106) peptit bagindan kirarak ¢ozlinmeyen para-k-kazeini olusturmakta ve siitl
pihtilastirmaktadir. Kimozin bu igslem igin ¢ok spesifik olup asir1 bir proteoliz olusturmadan
proteinle peptitler arasinda uygun orani saglamakta ve olgunlasma sirasinda da asiri
proteolizi engellemektedir. Bunun aksine pepsin belirli bir bolgeyi hedeflemeyen proteolitik
aktivitesinden dolay1 rennette yiiksek yiizdelerde bulundugunda asir1 proteolize neden olarak
peynirde yapisal bozukluklara ve verim kaybina neden olmaktadir (Cakmake1 vd., 2017).
Siite ilave edilen pihtilagtiric1 enzimler biiylik oranda peyniralti suyu ile ayrilmakta ve bu
enzimlerin ancak % 0-15 kadar1 pihtida kalmaktadir (Sousa vd., 2001). Pihtida kalan enzim
kaynagi ve miktarina bagli olarak, peynirin olgunlagsmas1 sirasinda farkli kazein
fraksiyonlarini hidrolize ederek peynirlerin duyusal ve fonksiyonel 6zelliklerine énemli

oOlciide etki etmektedir (Barac vd., 2016; Fox ve McSweeney, 1996).

Peynir endiistrisinde yaygin olarak kullanilan pihtilastiricilarin ana bileseni olan
kimozinin peynir pihtisindaki kalintisi, olgunlagsmanin basinda osl-kazeinin fenilalanin-
fenilalanin (23-24) bag1 ve B -kazeininin 16sin-tirozin (192-193) bagin1 hidrolize etmektedir
(Ardd vd., 2017). Bu hidroliz sonrasinda sirastyla biyoaktif 6zellige sahip os1-kazeinin (1-
23) ve B-kazeininin (193-209) peptitlerinin salinmasini sagladigi, (Birkemo vd., 2009;
Lahov vd., 1996; Rojas-Ronquillo vd., 2012) ve ayrica geleneksel rennette az miktarda
bulunan pepsin enziminin kazeini hidrolizi sonucu gii¢lii kan basincini diisiirme etkileri olan

iki peptidi (RYLGY ve AYFYPEL) serbest biraktig1 bildirilmistir (Contreras vd., 2009).

Pihtilastiricinin proteoliz iizerindeki etkisi diisliniildiigiinde, pihtilastirict se¢iminin
biyoaktif peptit cesitliligini etkileyebilecegi agiktir (Baptista ve Gigante, 2021). Timon vd.
(2019) farkli pihtilastiricilarin (hayvansal rennet, mikrobiyal pihtilastirict ve bitki kdkenli
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bir pihtilastirict olan C. cardunculus) sert peynirin antioksidan aktivitesi iizerindeki
etkilerini inceledikleri ¢aligmada, mikrobiyal kokenli pihtilagtiricidan elde edilen
peynirlerde daha yiiksek antioksidan aktivite bulundugunu bildirmislerdir. Kegi siitiiniin C.
cardunculus proteazi kullanarak pihtilagtirildigi peynir benzeri bir sistemde B-kazein
sekansinin 190-191 (16sin-tirozin) baginin yikimi ile elde edilen peptitlerin ABTS baglama
aktivitesi gosterdigi bildirilmistir (Silva vd., 2006). Yaygin kullanilan hayvansal rennetlere
kiyasla bitkisel pihtilagtiricilar igerdikleri proteazlarla cesitli biyoaktif peptitlerin {iretimi

icin 6nemli bir potansiyele sahiptir.

Siitli  pthtilagtirmada  kullanilabilecek bitkisel kaynakli enzimlerle ilgili cesitli
arastirmalar mevcuttur. Yapilan calismalarda Onopordum turcicnm (Tamer, 1993), kiwifruit
(Actinidia chinensis Deliciosa) (Puglisi vd., 2014), Solanum elaeagnifolium (Chavez-Garay
vd., 2016), C. cardunculus (Abd El-Salam vd., 2017) ve farkli ¢ok sayida bitkinin (Say ve
Giizeler, 2016) siit pthtilagtirma 6zelligi arastirilmistir. Halihazirda hayvansal rennet ile ilgili
dezavantajlarin (arz eksiklikligi, yiiksek maliyet, dinsel ve etik faktorler, diyet) ve bazi
iilkelerde rekombinant buzagi mayasinin kullanim kisitlarinin - bulunmast bitkisel

pihtilastiricilara olan ilgi ve talebi artirmaktadir (Shah vd., 2014).

Bitkisel proteazlarin genellikle aspartik proteaz grubunda yer aldigi, baz1 sistein ve
serin proteaz grubundaki enzimlerin de uygun kosullarda aspartik proteazlar gibi siitli
pihtilagtirabildigi bilinmektedir. Bitkisel enzimlerin, bazi durumlarda asir1 proteolitik
aktiviteye gosterdiginden, elde edilen pihtida diisiik randimana neden olma, olgun peynirde
lezzet (acilik) ve tekstlir (yumusama) kusurlarina yol agma ihtimalleri vardir (Shah vd.,
2014). Bitkisel proteazlarin aktivitesi kontrol edildiginde peynirdeki kusurlarin minimize
edilmesi buna bagl olarak siit kaynakli yeni biyoaktif peptitlerin elde edilme potansiyeli

bulunmaktadir.

Ulkemizde ticari peynir iiretiminde bitkisel pthtilastiric kullanilmamaktadir. Ancak
C. cardunculus L. (yabani enginar) bitkisinin kurutulmus ¢i¢eklerinden elde edilen proteaz,
diger bitkisel proteazlardan farkli olarak, ylizyillardir farkli cografyalarda geleneksel
peynirlerin tiretiminde kullanilmaktadir. Ticari liretimi de yapilan bu pihtilagtirici, Akdeniz
iilkelerinde, ¢ogunlukla koyun, ke¢i gibi kiiciikbas hayvan siitlerinden iiretilen peynirlerde

kullanilmaktadir (Shah vd., 2014). Farkl ticari kiiltiirler ve yabani enginar (C. cardunculus)
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ekstrakti kullanilarak iiretilen keci peynirlerinin fizikokimyasal ve tekstiirel 6zelliklerinin
incelendigi bir caligmada, farkl: starter kiiltiirlerin peynirlerin kurumaddeleri, asitlikleri, azot
fraksiyonlar1 ve sertlikleri lizerine etkili oldugu bulunmus, mezofilik starter kiiltlirlerin sert
peynirler iireterek peynirlere dogru asitlenme hizi ve diisiik pH degerleri sagladigini,
termofilik starter kiiltiirlerin daha az sert peynirler Urettigi, karigik starter kiiltiirlerin ise
proteoliz seviyesi daha diisiik peynirlerin elde edilmesine neden oldugu bildirilmistir (Garcia
vd., 2014). Ulkemizde yapilan bir calismada farkli sicaklikta 1s1l islem uygulanmis inek
siitlerinden yabani enginar (C. cardunculus) 6zsiitii, hayvansal rennet ve bunlarin karisimlar
kullanilarak {iretilen beyaz peynirlerde olgunlasma siiresince o-kazein ve [-kazein
parcalanmasinin hayvansal rennet kullanilarak iiretilen peynirlere kiyasla daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (Goncii-Siirii, 2009). Bitkisel kaynaklardan elde edilen enzimlerin siitii
pihtilagtirma 6zellikleri, enzimin bitkinin hangi kismindan (kok, govde, yaprak, ¢icek veya
ozsiit) elde edildiginin yaninda ekstraksiyon yontemi, kullanim sekli, pthtilagtirilan siitiin
ozellikleri ve pihtilasma kosullar1 gibi bircok faktérden etkilenmektedir (Say ve Giizeler,
2016). Dolayisiyla peynirlerde proteoliz boyunca rennine kiyasla kazein fraksiyonlarina
farkl1 etkileri olan ve yeni biyoaktif peptitleri olusturma potansiyeli bulunan bitkisel
pihtilastirict enzimlerin arastirilmasi ve peynir iiretiminde kullaniminin optimize edilmesi

Onem arz etmektedir.

2.2.4. Depolama ve Olgunlastirma

Peynir olgunlagmasi siiresince gergeklesen en karmasik ve en 6nemli biyokimyasal
reaksiyon proteolizdir. Peynir iiretimi ve depolanmasi siiresince proteoliz; siitlin dogal
mikroflorasi, siite uygulanan 1sil islem, pihtinin pH's1, pihtilastirict enzimler (hayvansal,
bitksiel, mikrobiyal ve rekombinant proteazlar), siitiin dogal enzimleri (plazmin ve ¢ok az
katepsin D ve diger somatik hiicre proteazlar1), LAB enzimleri, NSLAB enzimleri,
Penicillium, Propionibacterium, Brevibacterium vb ikincil kiiltiir suslarinin enzimleri,
peynir olgunlagmasini hizlandirmak amaciyla disaridan katilan proteinaz ve peptidazlar ile
olgunlagtirma kosullar1 (tuz/su orani, nem orani, depolama siiresi ve sicaklik) gibi bir¢cok
faktorden etkilenmektedir (Fox ve McSweeney, 1996; Park ve Jin, 1998; Sousa vd., 2001).
Genel olarak proteolizin birinci asamasinda kazein once pihtilastirict enzimler ve siitiin
dogal enzimleri tarafindan biiyilk molekiil agirligina sahip peptitlere, daha sonra LAB,

NSLAB enzimleri ile de diisiik molekiil agirligina sahip peptitlere pargalanmaktadir.
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Proteolizin ikinci asamasinda ise olusan peptitlerin yine LAB, NSLAB ve diger
mikroorganizmalarin peptidazlar1 tarafindan serbest amino asitlere kadar parcalanarak
peynir olgunlagmaktadir (Sousa vd., 2001). Proteoliz sonucu her peynirin karakteristik peptit
profilini olusturan peptitlerden ACE inhibitorii (Ong vd., 2007; Torres-Llanez vd., 2011;
Vermeirssen vd., 2004) veya antioksidan (Abadia-Garcia vd., 2013; Ahmed vd., 2015; Gupta
vd., 2009; Timon vd., 2014) gibi biyolojik aktivitesi olanlar biyoaktif peptit olarak

tanimlanmaktadir.

Peynir kiiltiiriinde bulunan mikrobiyal enzimlerin proteolitik aktivitesi sonucu dogal
olarak meydana gelen biyoaktif peptitleri igermesinden dolay1 bazi olgunlagmis peynir
cesitlerinin dogal olarak fonksiyonel peptitlerin olustugu gidalara iyi bir 6rnek olabilecegi
bildirilmistir (Meisel, 2004). Al-Dhaheri vd. (2017), az yaglhh Akawi peynirlerde
antihipertansif aktivitenin olgunlasmanin etkisiyle ACE inhibitoér aktivitesinde artis
gozlemledigini  belirtmislerdir.  Olgunlasmanin  etkisiyle —mozzarella peynirinde
antihipertansif aktivitenin artti1 (Ayyash vd., 2011) bildirmistir. Peynirin olgunlagsma stiresi
ve sicaklig1 peptitlerin iiretimine ve biyoaktivitelerine biiyiik 6l¢iide katkida bulunmaktadir
(Ryhanen vd., 2001; Ong ve Shah, 2008). Ancak ¢ok uzun siiren olgunlasma periyodunda
ileri proteoliz reaksiyonlarindan dolay1 agiga ¢ikan biyoaktif peptitlerin inaktif olabilecegi
bildirilmis (Meisel vd., 1997), bu durum kegi peynirinde 60 giinliik olgunlagsmaya kadar
ACE inhibitorii ve antioksidan aktivitelerinde bir artis, ardindan bu siireden sonra
biyoaktivitelerde bir azalma seklinde Kocak vd. (2020) tarafindan rapor edilmistir. Benzer
sekilde olgunlastirilmis peynirlerde antihipertansif peptit iiretimi ile proteoliz diizeyi
arasinda pozitif bir iligkinin oldugu, ancak daha sonra proteoliz belli bir seviyeyi astiginda
biyoaktivitenin azaldig1 belirtilmistir (Conlin vd., 2000; Lopez-Fandino vd., 2006; Pripp vd.,
2006). Sieber vd. (2010) orta derecede olgunlastirilmis peynirlerin daha yiiksek ACE
inhibitor aktivitesine sahip oldugunu bildirmis, Choi vd. (2012) orta derecede
olgunlastirilmis Gouda peynirinin, daha uzun siire olgunlastirilanlardan 2 kat yiiksek ACE
inhibitor aktivite degerine sahip oldugunu bulmuslardir. Peptitlerin, peynir olgunlagmasi
sirasinda parcalanmasi sonucu daha diisiik ACE inhibitdr aktiviteye sahip peptit ve amino
asitlere doniisebilecegi ve ACE inhibitor aktivite degerinin azalabilecegi bildirilmistir
(Gonzalez-Gonzalez vd., 2019; Gupta vd., 2013; Meira vd., 2012). Yapilan ¢aligsmalar, her
bir peynir ¢esidinde maksimum biyoaktivite seviyelerini elde etmek i¢in gereken olgunlagma

stirelerinin belirlenmesi, her bir olgunlagsma faktoriiniin etkilerinin, 6zellikle siirece dahil
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olan farkli enzim kaynaklarmin dikkate alinmasi ve kontrol edilmesi ihtiyacin1 ortaya

koymaktadir.

Olgunlagmanin farkli seviyelerinde peptitlerin biyoaktivite degisimleriyle ilgili
cesitli calismalar mevcuttur (Baptista vd., 2018; Biitikofer vd., 2007; Ong vd., 2007; Saito
vd., 2000). Peynir tiretiminde kullanilan farkli proses islemlerinin peynirin olgunlasmasi
sirasinda olusan peptit profili iizerine etkilerinin anlagilmasinin, peynirlerde daha yiiksek
biyoaktiviteye ulasilmasi i¢in 6nem arz ettigi bildirilmistir (Baptista vd., 2018). Bununla
birlikte peynir O6rneklerinde bulunmayan biyoaktif sekanslarin, gastrointestinal sindirim
sirasinda (Baptista vd., 2020; Sanchez-Rivera vd., 2014), enzim hazirlama, sicaklik, pH ve
inkiibasyon siiresi ve erigilen proteoliz seviyesine bagli olarak salinabilecegi, gastrointestinal
sindirim kosullarmin peptit biyoaktivitelerini etkileyebilecegi bildirilmistir (Vermeirssen
vd., 2003). Biyolojik olarak erisilebilir peptitler, sindirim sistemindeki spesifik reseptorlerle
etkilesim yoluyla gastrointestinal kanalda lokal iglevsellik gdsterebilir veya bagirsakta
emilerek hedef organlarda veya dokularda fizyolojik bir islevde kullanilmak iizere
iletilebilirler (Fernandez-Tome, 2020; Guerra vd., 2012). Peynirlerde biyoaktif peptitlerin
salinmasi ile iligkili faktorlerin daha iyi anlasilmasi, peynirlerde biyoaktivite gelisimini en
iist diizeye ¢ikarmak icin kullanilacak teknolojik stratejilere Onciiliilk etmesine ragmen,
peynirlerin gercek biyoaktif potansiyelini belirlemek icin peptitlerin gastrointestinal gecis
sirasinda modifikasyonlarini incelemenin gerekli oldugu bildirilmistir (Baptista ve Gigante,
2021). Sindirim sirasinda proteinler ve peptitler pepsin, tripsin, kimotripsin ve bagirsak
epitel hiicrelerinde bulunan peptidazlar gibi enzimler ve mikrobiyota faaliyetlerinin etkisiyle
hidrolize edilerek g¢esitli zincir boyutlarinda peptitlerin salinmasina neden olmaktadir
(Picariello vd., 2013). Boylece, peynirlerin mide-bagirsak sindirimi hem gidada bulunan
proteinlerden ve peptitlerden yeni biyoaktif peptitlerin salinmas1 hem de biyoaktif peptitlerin
hidrolizi ile biyolojik olarak aktif olmayan sekanslarin salinmasina yol acarak biyolojik
aktiviteyi Onemli Olgiide etkileyebilmektedir (Sanchez-Rivera vd., 2014). Peynirlerin
gastrointestinal sindirimi sirasinda biyoaktif peptit profilinde meydana gelen degisiklikleri
belirlemek icin in vitro gastrointestinal sindirimi simiile eden statik ve dinamik modeller
kullanilarak c¢esitli ¢alismalar yapilmistir (Baptista vd., 2020; Basirico vd., 2015; Cattaneo
vd., 2017; Egger vd., 2021; Pepe vd., 2016; Sanchez-Rivera vd., 2014; Stuknyte vd., 2015;
Turan ve Durak, 2022). Peynirlerde biyoaktif peptitlerin salinma mekanizmalarinin, bu

peptitlerin olusumu ve stabilitesi ile iliskili ¢esitli faktorlerin daha iyi anlagilmasiyla, peynir
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sindirim kinetiginin incelenmesi ve gastrointestinal sindirim sirasinda peptitlerin hidrolizi
ve biyoaktif peptitlerin salinmasi ile ilgili yeni arasgtirma konulart énem kazanmistir

(Baptista ve Gigante, 2021).

2.3. Keci Peynirinde ACE Inhibitor ve Antioksidan Peptitler

Fermente tiriinler arasinda peynir ACE inhibitor peptitlerin 6nemli kaynaklarindandir
(Akan, 2020). Peynirlerde biyoaktif peptitler starter ve NSLAB’nin faaliyeti yaninda rennet
enzimi etkisiyle a¢iga ¢ikmakta ve potansiyel antioksidan ve ACE inhibitorleri olarak etki
gostermektedirler (Smacchi ve Gobbetti, 1998). ACE inhibitor aktivitenin peynir liretimi ve
olgunlagmasi sirasinda devam eden proteoliz, biyoaktif ve biyoaktif olmayan peptitlerle
giiclii bir sekilde iliskili oldugu bildirilmistir (Ong ve Shah, 2008). Peynirdeki biyoaktif
peptitlerin enzimle aktivasyonu iizerine, Uretimde kullanilan siit kaynagi ve iiretimde
uygulanan teknolojik islemler ile proteolize dahil olan bakterilerin sus se¢iminin etkili

oldugu belirtilmistir (Gupta vd., 2009).

Ozellikle kazein kaynakli peptitler antioksidan aktivite gdstermektedir (Power vd.,
2013). Sommerer vd. (2001) ke¢i peynirinde 26’s1 kazein kaynakli olmak tizere 28 kiiciik
peptit tanimlamislardir. Kazein, oksijen ve azot reaktif tiirlerini veya serbest radikalleri
stiptiriicii farklt mekanizmalar1 ile peynirde antioksidan aktiviteden sorumlu tutulmaktadir
(Sarmadi ve Ismail, 2010). Kazeinlerin antioksidan mekanizmasi, kazeindeki amino asitlerin
oksidasyonu yoluyla serbest radikalin su kaybetmesi olarak agiklanmaktadir (Barac vd.,
2017). Antioksidan ve ACE inhibitor aktivite bu peynirlerin protein igerigine, peynir
cesidine, olgunlasma siiresi ve kosullarina gore degismektedir (Meisel, 1997). Yapilan
caligmalarda ticari peynirlerde antimikrobiyal (Fialho vd., 2018; Pritchard vd., 2010;
Rizzello vd., 2005), opioid (De Noni vd., 2015; Sienkiewicz-Szlapka vd., 2009), antioksidan
(Pritchard vd., 2010; Silva vd., 2012), mineral baglama (Silva vd., 2012), antihipertansif
(Saito vd., 2000) ve ACE inhibitor (Baptista vd., 2020; Basirico vd., 2015; Cattaneo vd.,
2017; Egger vd., 2021; Lu vd., 2016; Pepe vd., 2016; Pritchard vd., 2010; Sanchez-Rivera
vd., 2014; Stuknyte vd., 2015;) aktivite etki gosteren peptitlerin olusumunda etkili olan
faktorler rapor edilmistir. Bununla birlikte peynirin kompleks protein matriksi ve peynirde

proteoliz siiresi boyunca siirekli olarak yeni peptitlerin olugmasi nedeniyle peptitlerin
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ayrilmasimin ve tanimlanmasinin sorun olusturabilecegi bildirilmistir (Akan, 2020; Barac

vd., 2017).

Kocak vd. (2020) kegi siitiinden salamura Beyaz peynir iiretiminde Lactococcus
kiiltiir suslarina destek kiiltlir olarak Lactobacillus suslarmi kullandiklar1 ¢alismada;
iiretimde kullanilan yardimer kiiltiirlerin biyoaktif peptitlerin agiga ¢ikmasini sagladigini,
peptitlerin antioksidan ve ACE inhibit6r aktivitelerinin kullanilan kiiltiirlerin susuna bagli
oldugunu belirlemislerdir. En yiiksek ACE inhibitor aktivite Lb. casei igeren peynirde, en
yiiksek antioksidan aktivite ise Lb. bulgaricus igeren peynirde elde edilmistir. Kegi siitii
kullanilarak salamura Beyaz peynir iiretiminde destek kiiltiir kullaniminin, azotlu bilesikler
disinda peynir pH'sini1 ve genel kimyasal bilesimi 6nemli dlgiide etkilemedigi bildirilmistir.
Peynir iiretiminde destek kiiltiir kullaniminin, depolamanin 60. giiniine kadar suda ¢oziinen
azotlu bilesiklerdeki artisla beraber ACE inhibitorii ve antioksidan aktivitelerde de bir artisa

yol act1g1 rapor edilmistir.

Silva vd. (2006) C. cardunculus proteazi kullanarak pihtilastirdiklar ¢ig kegi siitlintin
suda ¢oziiniir ekstraktinda, pastorize edilen siitlerden elde edilen ekstraktlardan daha yiiksek
ACE inhibitorii aktivitesi bulmuslardir. Ayni ¢aligmada B-kazein kaynakli tirozin-glutamin-
glutamikasit-prolin, valin-prolin-lizin-valin-lizin ve tirozin-glutamin-glutamikasit-prolin-
valin-16sin-glisin-prolin peptitlerin ve osi-kazein kaynakli arjinin-prolin-lizin ve arjinin-
prolin-lizin-histidin-prolin-izoldsin-lizin-histidin  peptitlerinin ACE inhibitdr aktivite

gosterdigini bildirmislerdir.

Gomez-Ruiz vd. (2004) onceki ¢alismalarinda Manchego peynirinin HPLC
fraksiyonlarinda tanimladiklart (Gomez-Ruiz vd., 2002) 11 peptit sekansini laboratuvar
kosullarinda sentezlemisler ve VRYL ve KKYNVPQL sirasiyla peptit sekanslarinin 24,1 ve
77,1 uM IC50 degerlerinde, en yiikksek ACE inhibitdr aktiviteyi gosterdiklerini
bildirmislerdir. Ayn1 ¢alismada sentezlenen peptitlerin ACE inhibitor aktivitesi iizerine in
vitro gastrointestinal sindirimin etkisi de degerlendirilmis, buna gore segilen peptitlerin
bazilari, pepsin ve ardindan pankreas ile hidrolize direng¢ gosterdigi bulunmustur. /n vitro
sindirimi  sonras1 os-kazein kaynakli TQPKTNAIPY (195-204) peptit sekansinin
aktivitesinin 6 kat artti§1, VRYL ve KKYNVPQL peptit sekanslarinin aktivitelerinin kismen
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azaldig1 ve diger peptitlerin ACE inhibitor aktivitelerinde biiylik oranda degisim

gozlenmedigi bildirilmistir.

Norveg’te lretilen Gamalost ve Norvegia peynirlerinin pH 4,6’da ¢6ziinen
fraksiyonlarinin in vitro gastrointestinal modelde mide ve bagirsak sindirimi boyunca ACE
inhibitor aktivitelerindeki degisimler arastirtlmistir (Quershi vd., 2013). Calismada hem
Gamalost hem de Norvegia peynirinin mide sindirimi boyunca ACE inhibitor aktivitesinin
arttig1 belirlenmistir. Ancak oniki parmak bagirsaginda sindirim sonrasinda Gamalos
peynirinin ACE inhibitor aktivitesinin degismedigi, Norvegia peynirinin ise belirgin bir

sekilde yliksek ACE inhibitor aktivitesi gosterdigi belirtilmistir.

Barac vd. (2016) kegci siitline 90 °C 10 dk 1s1l islem uygulayarak hazirladiklar
salamura peynirde 50 giinliik depolama sonunda suda ¢6ziinen ve suda ¢éziinmeyen protein
fraksiyonlarinin toplam antioksidan kapasitelerinin (TEAC) arttigin1 belirlemislerdir. Ayni
caligmada arastirmacilar taze peynirin suda c¢oziinen fraksiyonun, suda ¢dziinmeyen
fraksiyona gore toplam antioksidan kapasitesinin yaklasik {i¢ kat yliksek oldugunu, ortalama
toplam antioksidan kapasitelerinin sirastyla 34,62 mM troloks/kg ve 12,74 mM troloks/kg

olarak bulundugunu, depolama ile antioksidan kapasitelerin arttigini bildirmislerdir.

Pastdrize inek ve kegi siitiinden tiretilen Valdeon peynirinde in vitro sindirim dncesi
ve sonrast peptitler izole edilerek peptit profilleri belirlenmis ve antihipertansif ve
antioksidatif biyoaktif peptitler tanimlanmistir (Sanchez-Rivera vd., 2014). Bu ¢aligmada
ozellikle B-kazein (60-93, 128-140 ve 193-209) olmak iizere fosfoserinlerin bulundugu, -
kazein (30-46) ve asi-kazein (40-55 ve 109-118) kaynakli in vitro sindirime direngli
biyoaktif peptitlerin varlig1 rapor edilmistir.

Barac vd. (2019) keci ve inek siitlerinden 1s1l islem uygulamasi (90° C’de 10 dk)
oncesi siitli 4° C sicaklikta kimozin ile muamele ederek iirettikleri peynirlerin suda ¢dziinen
ve suda c¢oziinmeyen fraksiyonlarinda in vitro sindirimi 6ncesi ve sonrasinda antioksidan
kapasitelerini (TEAC) belirlemislerdir. Ke¢i peynirlerinin suda ¢oziiniir fraksiyonlarinda
antioksidan aktivitenin daha yiliksek oldugu, ancak suda ¢o6ziinmeyen fraksiyonlar
bakimindan depolanmis inek peynirlerinin daha yiiksek degerler aldig1 bildirilmistir. /n vitro

sindirim ile peynirlerin suda ¢oziiniir fraksiyonlarinin antioksidan aktivitesinin bir miktar
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arttig1 ancak suda ¢oziinmeyen fraksiyonlarin TEAC degerlerinin in vitro sindirimle iki

katindan fazla arttig1 rapor edilmistir.

Hernandez-Galan vd. (2017) pastorize siitten starter kiiltiir kullanmadan tirettikleri
keci peynirlerinde; pH 4,6’da ¢6ziinen azot, protein olmayan azot ve % 70 etanolde ¢6ziinen
azot fraksiyonlarinda 6nemli antioksidan aktivite belirlediklerini, protein olmayan azot
fraksiyonlarinda (% 62,89) pH 4,6’da ¢oziinen azot fraksiyonuna (% 22,11) gore daha
yiiksek DPPH radikal baglama aktivitesi bulundugunu bildirmislerdir.

Oztiirk ve Akin (2018) inek ve kegi siitii kullanarak {irettikleri Tulum peynirlerinin
suda ¢oziiniir fraksiyonlarinda en yiiksek peptit sayisin1 (>500 mAU) tiim peynirlerde
depolamanin 120. giiniinde belirlemisler ve kegi siitlinden iiretilen Tulum peynirinin daha
yiiksek sayida peptit icerdigini bildirmislerdir. Aymi1 ¢alismada depolama siiresi boyunca
gerceklesen proteoliz ile peptit sayilarimin arttigr ve ke¢i Tulum peynirinden elde edilen

peptit ekstraktlarinda DPPH degerlerinin daha yiiksek bulundugu bildirilmistir.

Turan (2022), Erzincan tulum, Kars Gravyer, Izmir Tulum, Mihalig, eski kasar, inek,
keci ve Ezine peynirlerinin ACE inhibitor, antioksidan ve antibakteriyel aktivitelerini
inceledigi calismasinda peynirlerin suda ¢oziinen ekstraktlarini 3 kDa ayirma sinirt olan
filtrelerden gecirmis ve in vitro sindirimin etkilerini arastirmistir. Tiim peynir ¢esitleri igin
ACE inhibitor aktivitenin alt fraksiyonlarda yogunlastigini ancak in vitro sindirim sonrasi
ACE inhibitor aktivite degerlerinde azalma oldugunu, bu aktivite kaybinin fraksiyonlarin
icerisinde bulunan ACE inhibitor aktiviteye sahip peptitlerin in vitro sindirim nedeniyle daha
kiigiik peptitlere ve amino asitlere parcalanmasindan kaynaklanabilecegini bildirmistir. Tim
peynirler arasinda sindirim sonrasi en yiiksek ACE inhibitdr ve antioksidan aktiviteyi kegci

peynirinin gosterdigi bildirilmistir.

Farkl1 tlir hayvanlarin yaz ve kig sezonu siitlerinden iiretilen peynirlerde antioksidan
kapasitelerin arastirildigt bir caligmada, olgunlasmanin basinda en yiiksek antioksidan
aktivite keci siitiinden iiretilen peynirde belirlenmistir (Revilla vd., 2016). Ayn1 ¢alismada
aragtirmacilar, yaz siitli ile yapilan ke¢i peynirlerinde depolama baslangicindan sonraki ilk
ayda ¢ok belirgin antioksidan aktivite artis1 oldugunu, 4. aya kadar az miktarda artig

oldugunu ancak depolamanin 5. ayinda antioksidan aktivitelerde keskin bir diisiis oldugunu
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bulmuglardir. 6 aylik olgunlasma sonunda koyun peynirlerinin en yiiksek antioksidan

aktiviteye sahip oldugu, onu sirasiyla ke¢i ve inek peynirinin takip ettigi bildirilmistir.

Yilmaz Kisak (2021) koyun ve kegi siitii kullanarak iirettigi Izmir Tulum
peynirlerinin pH 4,6’da ¢6zilinen azot fraksiyonlarinda ACE inhibitor ve antioksidan aktivite
ozelliklerini belirlemistir. Koyun siitii kullanilan peynirin depolama baslangicinda, keci siitii
kullanilan peynire gore daha yiliksek ACE inhibitor aktiviteye sahip oldugu ancak artan
depolama siiresi ile peynirler arasindaki farkin azaldigi, her iki peynirin ACE inhibitor
aktivitesinin 150 giinliik depolama sonunda en yiiksek degere ulastigi bildirilmistir.
Antioksidan aktivitenin (ABTS) her iki peynir ¢esidi i¢in depolama ile artig gdsterdigi, ancak
peynirlerin DPPH radikalini stipiirme kapasitesinde depolama boyunca artis ve azalislar
goriildiigii, izmir Tulum peynirinde antioksidan aktiviteyi peynir cesidi ve depolama

stiresinin birlikte onemi derece etkiledigi belirlenmistir.

Vazquez-Garcia vd. (2021) pastorize keg¢i siitlinden iirettikleri geleneksel Meksika
keci peynirlerinin protein olmayan azot ve pH 4,6’da ¢oziinen azot fraksiyonlarinda 90
giinliik depolama boyunca antioksidan kapasitelerini (DPPH) incelemislerdir. Calismada her
iki fraksiyonda depolama (13-14 °C) baslangicindan itibaren antioksidan aktivite
belirlenmistir. Protein olmayan azot fraksiyonunda olgunlagma boyunca daha yiiksek
antioksidan aktivite gosterdigi, antioksidan aktivitenin 55. glinden sonra 6nemli Ol¢iide
arttigi, buna karsin asitte ¢oziinen fraksiyonda onemli degisiklikler olmaksizin tiim

olgunlagma siiresi boyunca ayni kaldig1 bildirilmistir.

Sulejmani vd. (2020) farkli siitlerden iirettikleri Beyaz Peynir, Beaten ve Kashkaval
peynirlerinden geleneksel Makedonya peyniri olan Beaten peynirini sade ve otlu (Origanum
vulgare) olarak kegi siitlinden iiretip ACE inhibitdor ve antioksidan aktivitelerini
belirlemislerdir. Telemesi 95° C’de 20 dk haslanan ve salamurada 2 ay olgunlastirilan bu
sade ve otlu peynirlerde sirasiyla antioksidan aktiviteler (DPPH) % 79,53-111,25; ACE
inhibitdr aktiviteler % 98,72-85,48 olarak bulunmustur.

Halici Demir (2021) pastdrize koyun, kegi ve inek siitleri ile Edirne Beyaz Peyniri
iiretmis ve 180 giinliik depolama siiresince peynirlerin suda ¢oziiniir fraksiyonlarinda ACE

inhibitor ve antioksidan aktivite degerlerini belirlemistir. Depolamanin ilk 90 giiniinde kegi
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Edirne Beyaz Peyniri ACE inhibitor aktivitesinin koyun ve inek peynirlerinden ytiksek
oldugu bulunmus ve kegi peynirinin depolamanin 90. giiniinde en yiiksek ACE inhibit6r
aktivite degerine ulastigr (% 76,15) belirlenmistir. Ke¢i peynirinin suda ¢oziiniir
fraksiyonlarinin TEAC degerinin depolamanin 30. giiniline kadar arttig1, depolamanin 30. ve

90. giinii ile 150. ve 180. giinlinde belirlenen TEAC degerlerinin benzer oldugu bildirilmistir.

Atanasova vd. (2021) pastorize kegi, koyun ve inek siitlerinden Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus ve S. thermophilus starter kiiltiirlerini kullanarak {irettikleri salamura
Bulgar Beyaz Peynirlerinde 60 giinliik olgunlasma sonrasinda olusan biyoaktif peptitler
belirlemislerdir. Yapilan MALDI-TOF analizi sonucunda, inek peynirlerinde 51, koyun
peynirlerinde 31 ve keci peynirlerinde 22 peptit tanimlanmistir. Keci peynirinde osi-kazein
(1-9 ve 24-30) ve B-kazein kaynakli (194-209 ve 203- 219) fragmanlarin yogunlukta oldugu,
belirlenen biyoaktif peptitler arasinda osi-kazein kaynakli 6, B-kazein kaynakli 1 ACE
inhibitor peptit oldugu rapor edilmistir.

Ogunlade vd. (2019) keci siitiinden Calotropis procera, Carica papaya, limon suyu
ve tahil (misir, dar1 ve sorgum) olmak {izere farkli biyokoagiilantlar kullanarak yumusak
keci peyniri iiretmisler ve peynirlerin antioksidan aktivitelerini belirlemiglerdir. Peynirler
arasinda Carica papaya ile pihtilagtirilmis peynirin en yiiksek DPPH indirgeme (% 1,93) ve
limon suyu ile pihtilagtirilan peynirin en yiiksek FRAP degerine (10,31 mg AAE/g) sahip

oldugu bulunmustur.

Lopez-Villafana vd. (2023) pastorize inek ve kegi siitlerinden iirettikleri peynirlerin
28 giinliik depolama siiresince suda ¢oziiniir fraksiyonlarinda % 11,59 ile % 83,11 araliginda
DPPH inhibisyonu belirlemisler ve kegi peynirlerinin inek peynirlerine kiyasla daha giiclii
olan antioksidan aktivite gosterdigini bildirmiglerdir. Peynirlerde belirlenen antioksidan
aktivitenin suda ¢ozliniir peptit ekstraktinda bulunan peptitlerle % 92 oraninda iliskili oldugu

rapor edilmistir.

Peynirlerde biyoaktif peptitlerin biyoerisilebilirlikleri ve biyoyararliliklar1 bagsta
proteinlerin kaynagi olan siitiin protein fraksiyonlari olmak iizere, proteolizi etkileyen peynir
iiretim basamaklar1 ve sindirim ile sekillenen karmagik bir siirectir. Biyoaktif peptitlerin

olusum siirecinde sindirim asamasi kritik 6neme sahiptir; ¢iinkii sindirime giren peynirin
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icerdigi peptit dizileri sindirim enzimlerinin aktivitesiyle degismektedir. Bunun sonucunda;
baz1 peptitler pargalanarak aktivitesi daha yiiksek veya daha diisiik peptitlere dontismekte,
baz1 peptitler aktivitesini tamamen kaybetmekte, daha dnce biyoaktif 6zellik gdstermeyen
peptit dizileri i¢inde sifrelenen sekanslar agiga ¢ikarak biyoaktif 6zellik gdsterebilmektedir.
Dolayisiyla peynirlerin gercek biyoaktif potansiyelini belirlemek igin peptitlerin
gastrointestinal gec¢is sirasinda modifikasyonlarint incelemenin daha yararli olacagi
diistiniilmustiir. Literatiirde keg¢i peynirleri iizerine yapilmis g¢aligmalarda ¢ogunlukla
peynirlerin suda ¢6ziinen fraksiyonlar1 veya farkli yontemlerle ekstrakte edilmis protein
preparatlarinda biyoaktif peptitlerin in vitro biyoerisilebilirlikleri aragtirilmistir. Bu tez
calismasinda  peynir kitlesinin dogrudan in  vitro sindirilerek  peptitlerinin
biyoerisilebilirliklerinin belirlenmesi literatiire nemli katki saglama potansiyeline sahiptir.
Bununla birlikte farkli enzim igerigiyle geleneksel hayvansal pihtilagtiricilara gore
peptitlerin biyoerisilebilirliklerini 6nemli derecede etkileme potansiyeli bulunan bitkisel
kaynakli enzim kullanilmasi ve serum proteinlerinin denatiire olmasina bagli olarak
sindirime giren protein profilinin nemli 6l¢iide degisimine neden olan yiiksek sicaklikta 1s1l
islem uygulamasi ile calismada arastirilan diger faktorlerin (starter kiiltiir ilavesi ve
depolama) kegi peyniri peptitlerinin in vitro biyoerisilebilirlikleri {izerine olan etkisinin

biitiinciil bir sekilde arastirilmasi ¢alismanin 6nemini artirmaktadir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Peynir Uretiminde Kullamlan Hammaddeler

3.1.1. Siit

Peynirlerin tiretiminde kullanilan kegi siitleri Gokgeada’da (Canakkale) organik
tarim faaliyetleri yapan imbroz Ltd. Sti.’den temin edilmistir. Peynir {iretim giiniinde sabah
sagimindan elde edilen 120 kg ¢ig siit, ¢iftlikte kaba kirlerin arindirilmasi amaciyla filtre
edilmis, sogutulmus ve soguk zincirde peynir imalathanesine nakledilmistir. Cig siitiin pH
ve kimyasal bilesim degerleri s0yle bulunmustur: 6,49+0,01 pH, % 12,10+£0,06 kurumadde,
% 3,5010,03 protein ve % 3,50+0,00 yag.

3.1.2. Pihtilastiric1 Enzim

Siit pihtilagtirmada kullanilan hayvansal kaynakli (buzagi sirdeni) enzim i¢cin Rumeli
Maya (istanbul) firmasindan rennet; bitkisel kaynakli enzim icin ise Abiasa (Pontevedra,
Ispanya) firmasindan C. cardunculus L. (Coagulante Vegetal) kaynakli enzim tedarik
edilmistir. Uriin bilgi formlarina gére hayvansal kaynakli enzimin aktivitesi 180 IMCU/mL,

bitkisel kaynakli enzimin aktivitesi 100 IMCU/g’dir.

3.1.3. Starter Kiiltiir

Starter kiiltiir olarak Danisco (Kopenhag, Danimarka) firmasindan temin edilen
CHOOZIT™ MA 4002 isimli Lc. lactis subsp. lactis + Lc. lactis subsp. cremoris + Lc. lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis + S. thermophilus bakteri karisimini igeren ticari peynir

kiiltiirti kullanilmasgtr.

3.2. Peynir Uretimi

Peynirlerin liretimi Ekozey AS. Gokceada (Canakkale) tesislerinde iki tekerriirlii
olarak gerceklestirilmistir. Uretim ic¢in ¢ig siit, temizlik seperatdrii kullanilarak
temizlendikten sonra iki gruba ayrilmistir. Isil islem uygulanacak siit (H grubu) 90 °C’de 10

dk pastorize edilmis daha sonra 34,5+1 °C mayalama sicakligina sogutulmustur. Cig siit (R
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grubu) ise 1s1l islem uygulanmaksizin dogrudan 34,541 °C mayalama sicakligina isitilmistir.
Siitlere % 0,02 oraninda CaCl; ilave edilmistir. Siitler starter kiiltiir ilave edilmeyecek grup
(HF ve RF) ve starter kiiltiir ilave edilecek grup (HS ve RS) olacak sekilde her 1s1l islem
grubu icin iki esit miktara bolinmiistlir. Starter kiiltiir, tiretimde kullanilacak kaynatilip
sogutulmus 500 mL siitte, steril ortamda, aktiflestirilerek ilgili gruptaki siitlere (HS ve RS)
ilave edilmistir (aktiflestirilmis kiiltiir sirasiyla 9,09+0,02 ve 10,1140,02 log kob/mL. MRS
agar ve M17 agar besiyerlerinde gelisen laktik asit bakterilerini igermektedir). ilave edilen
starter mikroorganizmalarin siite adapte olmasi i¢in yaklasik 30-45 dakikalik 6n asitlendirme
(starter kiiltlir ilave edilen 6rneklerin pH degeri 6,4-6,3 seviyesine gelmesi beklenmistir)
islemi uygulanmstir. On asitlendirme sonras1 her alt grup siit, bitkisel (RF1, RS1, HF1, HS1)
veya hayvansal (RF2, RS2, HF2, HS2) enzimle pihtilastirmak i¢in tekrar ikiser gruba
ayrilmistir. Mayalama Oncesinde keci siitlerine kullanilacak enzimler i¢in maya testi
yapilmustir. Test sonucuna gore 10 kg siit i¢in 1,20 mL bitkisel rennet ve 1,00 mL hayvansal
rennet kullanilarak mayalama islemi gerceklestirilmistir. Siitler 90 dakikada piht1 kirim
olgunluguna gelecek sekilde mayalanmistir. Mayalama sonucunda olusan pihti, ptht1 kirma
aparatlartyla 3 cm?® boyutlarinda kesilerek bir siire bekletilmistir. Sonrasinda peyniralti
suyunu salmaya ve dibe ¢okmeye baslayan pihtilar yavas bir sekilde karistirilmis ve pihti
stizme bezlerine alimarak 20 dk kendi agirligiyla siiziilmiistiir. Pihtinin kendi halinde
stiziilmesi islemi sirasinda siizme bezlerinin baglar1 sikilastirilmis ve islem sonunda siizme
bezleri siki sekilde baglanarak baski teknesine alinmistir. Telemelere 90 dk boyunca
kademeli olarak agirlik artisiyla (ilk 30 dk yaklasik 3100 Pa, sonraki 60 dk yaklasik 6200
Pa) baski uygulanarak telemeden peyniralti suyunun ayrilmasi saglanmistir. Elde edilen
peynirler % 12 tuz oranina sahip ve 27,541 °C sicakligindaki salamurada 12-14 s bekletilmis
ve kalip yiizeylerinin kurumasi i¢in bir siire salamura disina vantilator yardimiyla yaklasik
1 s ylizeyleri kurutulmustur. Tuzlanan peynirler esit pargalara porsiyonlanarak vakum
altinda plastik peynir torbalarinda ambalajlanmustir. Uretilen peynirler 6-8 °C’de soguk hava
deposunda 90 giin siireyle depolanmistir. Peynir iiretim akis semas1 Sekil 1’de, peynir

iiretimine iligskin resimler ise Ek 1’de sunulmustur.

3.3. Peynir Randimanlarinin Belirlenmesi

Peynir randimani 100 kg siit kullanilarak elde edilen kg peynir miktar1 olarak ifade

edilmisgtir.
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Kegi sutii 4 £ 1 °C (120 kg)

'

Sitiin temizlenmesi

V
v \

(R) Isitma (34,5 1 °C) (H) Isil iglem (90 £ 1 °C — 10 dk)

Sogutma (34,5 1 °C)

4= CaClilavesi (% 0,02) =

v v \/ v

(RF) Starter kiiltir yok (RS) Starter kiiltiir ilavesi (HF) Starter kiiltiir yok (HS) Starter kiiltiir ilavesi
Bitkisel Hayvansal Bitkisel Hayvansal Bitkisel Hayvansal Bitkisel Hayvansal
pihtilagtirict  pihtilagtinici pihtilagtirici pihtilagtinci pihtilagtirici pihtilagtirici pihtilagtiric pihtilagtiric
ilavesi ilavesi ilavesi ilavesi ilavesi ilavesi ilavesi ilavesi
(RF1) (RF2) (RS1) (RS2) (HF1) (HF2) (HS1) (HS2)

| | | | | | | |
\

Mayalama (90 dk) == Pihtinin kesilmesi (3 cm®) = Dinlendirme (10 dk)

'

Baskilama (3100 Pa - 30 dk, sonrasinda 6200 Pa - 60 dk) <= PAS salinmasi (20 dk) <= Peynir bezlerine aktarma

v

% 12 tuzlu salamurada 12-14 sa tuzlama (27,5 £ 1 °C) = Peynirlerin 4 esit pargaya kesilmesi =% Vakum altinda ambalajlama

\

6-8 °C’de depolama (90 giin)

Sekil 1. Peynir iiretim akis semasi
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3.4. Peynir Bilesim Analizleri

Analizlerden Once peynir numuneleri rendelenmis ve karistirarak homojen hale

getirildikten sonra analizler ger¢eklestirilmistir.

3.4.1. Kurumadde Analizi

Kurumadde analizi i¢in gravimetrik yontemden yararlanilmistir (AOAC, 2010).
Aliiminyum kurutma kaplarina 20 g yikanmig deniz kumu ve cam baget konularak 1051
°C ’deki etiivde (EcoCell, Miinih, Almanya) sabit tartim kiitlesine getirilmis ve darasi
alinmistir. Bunun i¢in tartilip miktar1 kaydedilen yaklasik 3 g peynir, cam baget yardimiyla
yikanmis deniz kumu ile karistirilarak kurutma kabinin yiizeyine yayilmistir. 105+1 °C’deki
etiivde 4-5 s kurutulan 6rnekler desikatorde bekletilmis, yeterince soguduktan sonra tartim
yapilmistir. Bu islem birkag¢ kez tekrarlanarak sabit tartim veren orneklerin toplam kiitlesi

belirlenmistir. Sonu¢ Denklem 3.1 kullanilarak hesaplanmistir.

% Kurumadde = [(K:-K1)/(K2-K1)] x 100 (3.1)

K- Aliiminyum kabinin sabit kiitlesi (g)
K- Peynir + kurutma kabinin kiitlesi (g)

K3= Kurutma sonrasi toplam kiitle (g)

3.4.2. Yag Analizi

Peynirde yag oraninin belirlenmesi amaciyla Gerber Van Gulik metodundan
yararlanilmigtir  (NEN, 1969). Bu yontemde 0-40 taksimathi yOnteme 0Ozel peynir
biitirometresi (Funke-Gerber, Berlin, Almanya) kullanilmistir. Analiz i¢in biitirometre
behercigine 3 g peynir tartilmis ve {lizerine, yogunlugu 1,52+0,01 g/mL olan 10 mL siilfirik
asit ilave edilmistir. Biitirometreler tipalar1 takildiktan sonra, peynirlerin erimesi i¢in 65-70
°C’lik su banyosunda belli araliklarla alt {ist edilerek bekletilmistir. Peynir tamamen
eridikten sonra {izerine 1 mL amil alkol ve okumay1 kolaylastirmak amaciyla 35 taksimatina
kadar ayn1 yogunluktaki siilfiirik asitten ilave edilerek karistirilmistir. Ornekler 1sitmali
Gerber santrifiijii kullanilarak (Nova-Safety, Berlin, Almanya) 65 °C’de 10 dk santrifii

edilmigstir. Santrifiij isleminden sonra biitirometreler 65 °C sicakliktaki su banyosuna
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alinmig, ayni sicaklikta biitirometreden direkt okuma yapilarak peynirin 100 graminda
bulunan yag miktari (g) belirlenmistir. Sonuglar % yag oran1 ve kurumadde igerigindeki yag

orani (yag/KM) olmak iizerek iki sekilde sunulmugtur.

3.4.3. Toplam Azotlu Madde ve Protein Analizi

Peynirlerin toplam azotlu maddeleri yas yakma islemi uygulanarak Kjeldahl yontemi
ile belirlenmistir (AOAC, 2000). Toplam azotlu madde orant Denklem 3.2 kullanilarak
hesaplanmistir. Hesaplanan toplam azotlu madde miktarlar1 6,38 faktori ile carpilarak
(Denklem 3.3) protein oranlart hesaplanmistir. Sonuglar % toplam azot orani, % protein

orani ve kurumadde icerigindeki protein orani (protein/KM) olarak sunulmustur.

% Toplam azot = [(V2-V1) x N x 0,014/m] x 100 (3.2)

% Protein = % Toplam azot x 6,38 (3.3)

V= Titrasyonda harcanan HCI hacmi (mL)

V1= Kor deneme sonucu titrasyonda harcanan HCI hacmi (mL)
N = Titrasyonda kullanilan HCI ¢6zeltisinin normalitesi (0,N)
0,014 = Azotun miliekivalent grami

m = Analiz edilen 6rnek kiitlesi (g)

3.4.4. Tuz Analizi

Peynirlerde tuz (NaCl) miktart Mohr metodundan yararlanilarak belirlenmistir
(AOAC, 2000). Analiz i¢in 5 g peynir bir miktar saf su (50-55 °C’de) ile karistirilarak ezilmis
ve sulu kistm 500 mL’lik balon jojeye aktarilmistir. Bu islem 4-5 kez tekrarlanmistir. Balon
joje igerisindeki sivi balon jojenin kalibrasyon sicakligina geldiginde saf su ile hacim 500
mL’ye tamamlanmistir. Cozeltiden 25 mL alinarak 0,5 N K»>CrOy indikatorliigiinde 0,1 N
AgNOs3 ile kirmizims1 kahverengi olana kadar titre edilmistir. Peynirlerin tuz miktari
asagidaki denklemden (Denklem 3.4) yararlanilarak hesaplanmis, sonuglar % tuz orani ve

nem igerigindeki tuz orani (tuz/nem) olmak iizerek iki sekilde sunulmustur.
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% Tuz = [(V2-V1) x F x 0,585]/m (3.4)

V, = Titrasyonda harcanan 0,1 N AgNO3 hacmi (mL)
V1= Kor deneme i¢in sarf edilen AgNOs3; hacmi (mL)
m = Ornek kiitlesi (g)

F = AgNO; faktorii

3.4.5. Kiil Analizi

Peynirin kiil oran1 gravimetrik yontemle kiil firin1 (Protherm Furnaces, Model PLF
110115, Ankara) kullanilarak belirlenmistir. Analizde kullanilacak krozeler kiil firininda
550 °C’de sabit kiitleye gelmesi i¢cin 30 dk bekletilmistir. Sabit tarimi alinan krozelere
yaklasik 1 g peynir tartilmis ve krozeler kiil firmninda 6n yakma iglemine tabi tutulmustur.
Kiil firmimin sicakligi kademeli olarak artirilarak 550 °C’ye ¢ikartilmis ve Orneklerin
tamamen beyaz kiil rengine donmesi ile yakma islemine son verilmistir. Yanan 6rnekler
desikatorde bekletilmis ve yeterince soguduktan sonra tartim yapilmistir. Bu islem birkag
kez tekrarlanarak sabit tartim veren Orneklerin toplam Kkiitlesi belirlenmistir. Kiil orani
Denklem 3.5 kullanilarak hesaplanmistir (AOAC, 2000). Sonuglar % kil oran1 olarak

sunulmustur.

% Kiil oran1 = [(K3- K1)/(K2-K1)] x 100 (3.5)

K= Krozenin sabit kiitlesi (g)
K>= Peynir + krozenin kiitlesi (g)
K3= Yakma isleminden sonraki kiitle (g)

3.5. pH Ol¢iimii ve Titrasyon Asitligi Analizi
3.5.1. pH Olgiimii

Peynirlerin pH Ol¢limii i¢cin 10 g peynir iizerine 10 mL saf su ilave edilerek
karigtirilmis, karistirict yardimiyla homojen hale gelmesi saglanmigtir. Elde edilen karigimin

pH degeri (Sartorius, PB-11, Gottingen, Almanya) dijital pH metre ile 6l¢iilmiistiir.
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3.5.2. Titrasyon Asitligi Analizi

Titrasyon asitligi analizi i¢in 10 g peynir 20 mL saf su ile karigtirilmis, bu karisgim
porselen havan yardimiyla homojen hale getirilmistir. Elde edilen karigim fenolfitaleyn
indikatorliigiinde 0,1 N NaOH ile kalici pembe renk olusuncaya kadar titre edilmistir
(AOAC, 2010). Peynirlerin titre edilebilir asitlik derecesi % laktik asit (LA) cinsinden

Denklem 3.6 kullanilarak hesaplanmistir.

% Laktik Asit = (Vx 0,009 x F x 100) / m (3.6)

V= Titrasyonda harcanan 0,1 N NaOH hacmi (mL)
F=NaOH faktorii
0,009= 0,1 N NaOH’n laktik asit esdegeri

m= Titrasyonda kullanilan peynir kiitlesi (g)

3.6. Suda Coziinen Azotlu Maddelerin Ekstraksiyonu

Peynirlerde suda ¢6zlinen azotlu maddeler Kuchroo ve Fox (1982)’un onerdigi
yontemle ekstrakte edilmistir. Bu amagla, 20 g peynir 40 °C’de 40 mL su ile karistirilmis ve
karisim Ultra Turrax kanistirict (Janke & Kunkel KG, IKA, WERK) kullanilarak 2 dk
homojenize edilmistir. Karisim 40 °C’de sicaklikta su banyosunda 1 s bekletilmis ve
sonrasinda 4 °C’de 3000 g’de 30 dk santrifiij (Eppendorf Marka, 5810 R, Hamburg,
Almanya) edilmistir. Santrifiij isleminden sonra bir spatiil ile {list kisimda toplanan yag
tabakasi uzaklastirilmis ve karisgim Whatman No:42 filtre kagidi kullanilarak siiziilmiistir.
Suda ¢6ziiniir ekstraktlarda azot oranlari, toplam serbest amino asit miktarlart ve RP-HPLC
ile peptit profilleri belirlenmis, suda ¢oziinmeyen kisimlarda ise urea-PAGE analizleri

gerceklestirilmistir.

3.7. Peynir Proteoliz Analizleri

3.7.1 Suda Coziinen Azot Analizi

Peynirlerin suda ¢6ziinen azot oraninin belirlenmesi i¢in hazirlanan suda ¢oziiniir
azot ekstraktindan 10 mL alinarak yas yakma islemi uygulanmis ve azot igerigi Mikro-

Kjeldahl yontemine gore belirlenmistir. Sonuglar Denklem 3.2 kullanilarak hesaplanmigtir
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(IDF, 1993). Sonuglar % suda ¢oziinen azot orant (SCA) ve toplam azot icerigindeki suda
g

¢oziinen azot orani (SCA/TA) olarak sunulmustur.

3.7.2. Toplam Serbest Amino Asit Analizi

Peynirlerin suda ¢oziinen fraksiyonlarinda toplam serbest amino asit miktarlar1 Doi
vd. (1981)’nin Onerdigi ve Folkertsma ve Fox (1992)’un uyarladigi spektrofotometrik
yonteme gore yapilmigtir. Bu amagla 1000 pL. Cd-ninhidrin (0,8 g ninhidrin, 80 mL etanol
ve 10 mL asetik asit karisiminda ¢oziindiiriildiikten sonra elde edilen karisima 1 mL suda
coziindiiriilmiis CdCl> ilave edilerek hazirlanmistir) reaktifi 500 pL saf su ile 10 kat
seyreltilmis Ornekle karistirlmistir. Elde edilen karisim 84 °C’de 5 dk bekletismis ve
sonrasinda sogutularak UV-VIS spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1800, Kyoto, Japonya)
507 nm dalga boyunda absorbans degerleri dl¢giilmiistiir. Standart kalibrasyon egrisinin
hazirlanmasi i¢in, 0-0,3 mg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda 16sin igeren standart
cozeltiler kullanilmis (Ek 2), sonuglar standart egri yardimiyla mg 16sin/g peynir olarak

hesaplanmustir.

3.7.3. Suda Coziinmeyen Fraksiyonlarin Urea-PAGE Analizi

Peynir orneklerinin suda c¢oziinmeyen fraksiyonlarinda proteolizi belirlemek
amaciyla urea-PAGE elektroforetik analizleri yapilmistir. Urea-PAGE Andrews (1983)
tarafindan belirtilen, Shalabi ve Fox (1987) tarafindan modifiye edilen yonteme gore
gerceklestirilmistir. Elektroforez, PROTEAN LI XI dikey slab-jel iinitesi (Bio-Rad
Laboratories Ltd., Watford, UK) kullanilarak gerceklestirilmis ve elde edilen jeller
Coomassie Brilliant Blue G250 ile direkt olarak boyanmistir (Blakesley ve Boezi, 1977).
Sonuglar Orneklerle birlikte yiiriitiilen inek kazeini standardiyla (sodyum kazeinat)

kiyaslanarak ve literatiirden faydalanilarak degerlendirilmistir.

3.8. RP-HPLC ile Peptit Profili Analizi

Peynirlerin suda ¢6ziinen ekstraktlarinin peptit profili analizleri RP-HPLC sistemi
(Agilent 1290 Infinity II, Agilent Technologies, Wilmington, DE, ABD) kullanilarak Trakya

Universitesi Teknoloji Arastirma ve Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezinde
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belirlenmistir. Kromatografik ayrima islemi Agilent 300SB-C8 Rapid Resolution (3,5 pm,
4,6 x 150 mm, 300 A) (Agilent ZORBAX, Agilent Technologies, Wilmington, DE, ABD)
kolonu kullanilarak gerceklestirilmistir. Peynirlerin suda ¢oziinilir azot fraksiyonlar1 1:1
oraninda % 0,1 trifloroasetik asit (TFA, v/v) igeren HPLC kalitesindeki deiyonize su ile
karistirilmis, sonrasinda santrifiij (15,000 rpm 30 dk) ve filtre (0,45 pum) edilerek analiz
edilmigtir. Mobil faz A, % 0,1 TFA (Trifloroasetik asit, v/v) iceren HPLC kalitesindeki
deiyonize su; mobil faz B % 0,1 TFA (v/v) iceren asetonitril (ultra gradient grade; Merck,
Germany) seklinde hazirlanmigtir. Ayirma islemi 30 °C’de mobil faz A ve mobil faz B
kullanilarak 0,6 mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir. Eliisyon gradient akis: 0-5 dk A: %
100 ; 5-40 dk A: % 90, B: % 10; 40-45 dk A: % 60, B: % 40; 45-50 dk A: % 60, B: % 40;
50-56 dk A: % 10, B: % 90; 56-70 dk A: % 90, B: % 10°dur. Orneklerin 6l¢iimleri 214 nm
dalga boyunda yapilmistir. Hidrofilik ve hidrofobik peptitlere ait pikleri ayirmada standart
olarak tirozin, fenilalanin ve triptofan amino asitleri kullanilmig, standartlara ait
kromatogram Ek 3’te sunulmustur. HPLC kromatogramlar1 peptit piklerinin alikonma
stirelerine, alanlarina, sayilarina ve hidrofilik/hidrofobik olmalarina gore kromatografi
cihazina uyumlu veri degerlendirme programi (Agilent ChemStation, Agilent Technologies,

Wilmington, DE, ABD) kullanilarak degerlendirilmistir (Topgu ve Saldamli, 2006).

3.9. Mikrobiyolojik Analizler

3.9.1 Mikrobiyolojik Analizler icin Ornek Hazirlama

Mikrobiyolojik analizler i¢in 10 g peynir numunesi aseptik olarak homojenizator
torbalarina aktarilarak 90 mL % 0,1 (w/v) peptonlu suyla (BPW; Merck, Darmstadt,
Germany) karigtirtlmistir. Karigim homojenizator yardimiyla (Interscience BagMixer 400 P,
Fransa) oda sicakliginda 60 s homojenize edildikten sonra elde edilen karigimla 10'lu seri

diliisyonlar daha hazirlanmistir.

3.9.2. Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri Sayimi

Toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi i¢in Plate Count Agar besi ortamina yayma
plak yontemi ile ekim yapilmis, petri kaplari aerobik ortamda 30°C’de 2 giin siireyle inkiibe
edilmis ve koloni igeren petriler sayilmistir (Diliello, 1982). Sonuglar peynirler i¢in log

kob/g, siitler i¢in log kob/mL olarak sunulmustur.

39



3.9.3. Laktik Asit Bakterilerinin Sayim

Laktik asit bakterilerinin sayimi MRS agar ve MI17 agar besi ortamindan
yararlanilarak dokme plak kiiltiirel sayim yontemi ile yapilmistir. M17 besi ortaminda
gelisen muhtemel laktokok bakterileri igeren petri kutular1 aerobik ve MRS besi ortaminda
gelisen muhtemel laktobasil bakterileri iceren petri kutular1 anaerobik ortamda 30 °C’de 48
s inkiibe edilmis ve koloni igeren petriler sayilmistir (Diliello, 1982). Sonuglar peynirler igin

log kob/g, siitler i¢in log kob/mL olarak sunulmustur.

3.9.4. Koliform Grubu Bakteri Sayim

Koliform grubu bakteri sayimi i¢in Violet Red Bile Agar kullanilmistir. Hazirlanan
dilisyonlardan petri kutusuna 100’er pL aktarilmis ve iizerine sogutulan (45 °C)
besiyerinden yaklasik 13-15 mL ilave edilmistir. Katilagsan besiyerinin {izerine ikinci katman
olarak yaklasik 10-13 mL daha besiyeri dokiilerek petri kutular: inkiibasyona (37 °C’de 48
sa) birakilmistir. Inkiibasyon bitiminde ¢ap1 0,5 mm’den daha biiyiik olan kirmizi renkli
koloniler sayilmis, sonuglar peynirler i¢cin log kob/g, siitler icin log kob/mL olarak

sunulmustur (Diliello, 1982).

3.9.5. Maya ve Kiif Sayim

Maya ve kiif sayimi Dichloran Rose Chloramphenicol Agar besiyerine yayma plak
yontemi ile yapilmis, petri kutular1 aerobik ortamda 25°C’de 5 giin inkiibe edildikten sonra
koloni igeren petriler sayilmistir (King vd., 1979). Sonuglar peynirler i¢in log kob/g, siitler

icin log kob/mL olarak sunulmustur.

3.10. Duyusal Degerlendirme

Duyusal degerlendirmede Meilgaard vd. (1999) tarafindan Onerilen eslenmis
kiyaslama testi kullanilmigtir. Duyusal degerlendirme sonucunda siit pihtilagtirmada
kullanilan enzim ¢esidinin faktor olarak degerlendirildigi, ayni kosullarda iiretilmis iki 6rnek
karsilastirllmis  ve panelistlerin  hangi peyniri tercih ettigi belirlenmistir. Uriin

degerlendirmeleri, yagslar1 25-55 arasinda olan peynir ve siit iiriinlerinin duyusal
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degerlendirmesi {izerine deneyimli 6 panelist (5 kadin, 1 erkek) tarafindan
gerceklestirilmistir. Panelistlere kiip seklinde kesilmis (yaklasik 1x1x1 cm boyutlarinda) iki
dilim seklinde ayn1 kategorideki bitkisel ve hayvansal enzim kullanilarak tiretilmis iki peynir
3 basamakli tesadiifi numaralarla kodlanmis kaplarda sunulmus ve belirlenen 6zellikleri
(goriiniis/renk, yapi/tekstiir, tat/lezzet) her iki 6rnek i¢in derecelendirmeleri istenmistir.
Ornekler arasinda agz1 temizlemek amaciyla ekmek ve su kullanilmistir. Degerlendirme
sonrasinda panelistlerden tercih ettikleri 6rnegi belirtmeleri istenmistir. Panelde 9 puanli
hedonik skala kullanilmis ve duyusal degerlendirme formu ek olarak (Ek 4) sunulmustur.
Sonuglar depolama siiresince belirlenen peynirlerin goriinlis/renk, yapi/tekstiir ve tat/lezzet
skorlart ve panelistlerin her bir eslenmis peynir grubu i¢inde tercih ettigi peynirin ilgili

gruptaki tercih oranlar1 olarak sunulmustur.

3.11. SPME-GC/MS ile Ucucu Bilesen Analizi

Peynirlerin ugucu bilesenlerinin tanimlanmasi ve miktarlarinin belirlemesi i¢in Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) (GC 6890, MS 6890N, Agilent
Technologies, Wilmington, DE, ABD) ve HP-INNOWax kapiler kolonu (60 m x 0,25 mm
ID, 0,25 pm, 19091N-136, Agilent Technologies, Wilmington, DE, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ucucu bilesenlerin ekstraksiyonu amaciyla kullanilan kat1 faz
mikroekstraksiyon teknigi (SPME) kullanilmistir (Uzkug vd., 2018). GC-MS kosullart:
Tastyict gaz akisi 1,5 mL/dk, firin programi baslangi¢ sicakligi 40 °C’de 1 dk, Rampal 8
°C/dk, 230 °C, Rampa2 180 °C’de 15 dk, son sicaklik ve siire 250 °C’de 15 dk. MS sartlari;
kapiler arayiiz sicakligi 280 °C, iyonizasyon enerjisi: 70 eV; kiitle araligi 35 ile 350 amu,
tarama hiz1 4,45 scans/s. I¢ standart olarak, nétral bilesikler i¢in 2-metil-3-heptanon (2M3H)
ve asidik bilesikler i¢in 2-metilvalerik asit (2MVA) kullanilmigtir. 3 g 6rnek, 1 g NaCl ve
100 pL i¢ standart karigimi (1,632 pg 2M3H ve 4,655 ng 2MVA igerir) 40 mL'lik amber
renkli bir vialde karistirilmis ve karisim vortekslenerek homojen hale getirilmistir. Daha
sonra vial 40 °C'de 20 dk su banyosunda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda vial icine SPME
fiber (2 cm-50/30 um DVB/Carboxen/PDMS stable flex, Supelco, Bellafonte, ABD)
daldirilarak ucucu bilesenlerin absorpsiyonu i¢in 20 dk daha beklenmistir. Siire sonunda
SPME fiberde tutunan ugucu bilesenler GC'ye enjekte edilmistir. Ugucu bilesenlerin
tanimlanmasinda iki farkli kiitiiphaneden (NIST, 2008; Wiley, 2005) yararlanilmistir.

Tanimlanan ugucu bilesenlerin alikonma indisleri (RI) Van den Dool ve Kratz (1963)
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tarafindan belirtildigi sekilde ayn1 kosullar altinda bir n-alkan serisi kullanilarak, miktarlar
ise i¢ standartlarla (2-metil valerik asit ve 2-metil-3-heptanon) kiyaslanarak oransal
bolluklarina gore belirlenmis (Avsar vd., 2004) ve sonuglar pg/100 g peynir seklinde

sunulmustur.

3.12. In vitro Gastrointestinal Sindirim Simiilasyonu

Peynir 6rneklerinin in vitro sindirimi Minekus vd. (2014) tarafindan 6nerilen metoda
gore baz1 modifikasyonlar uygulanarak gerceklestirilmistir. Buna gore sindirim, hazirlanisi
Ek 5’te sunulan sindirim sivilar1 ve enzimleri kullanilarak sirastyla agiz, mide ve bagirsak
olmak iizere 3 asamada simiile edilmistir. Sindirim islemi gergeklestikten sonra drnekler O-
1 °C’deki soguk su banyosuna alinmis ve pH degerleri 9’un iizerine ¢ikarilarak enzim
aktivitesi durdurulmustur. Ornekler 9000 rpm’de santrifiij edilmis ve orta fazlar1 almarak
analizlerde kullanilmak tizere -20 °C derin dondurucuda saklanmistir. Sindirim protokolii

detaylariyla Sekil 2’de sunulmustur.

Az faza (pH 7)

5 g peynir
3,5 mL tiikiiriik sivis1 + 0,5 mL a-amilaz
25 uL CaCly+ 975 uL H>,O

37° C’de 2 dakika ¢alkalama

Mide faz1 (pH 3)

6 mL mide s1vis1 + 1,28 mL pepsin
4 uL CaCl,+ 0,16 mL 1 M HCI + 0,556 uL H,O

37° C’de 2 saat ¢alkalama

Bagirsak fazi (pH 7)

7,7 mL bagirsak sivis1 + 3,5 mL pankreatin + 1,75 mL safra
28 uL CaCl,+ 0,105 mL I M NaOH + 0,917 mL H,0

37° C’de 2 saat ¢alkalama

Sekil 2. In vitro gastrointestinal sindirim simiilasyonu akis diyagrami
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3.13. Kiiciik Molekiil Agirhikh (< 3 kDa) Peptitlerin Ultrafiltrasyonu

In vitro sindirimi sonrasinda orneklerde potansiyel biyoaktif peptitleri igeren kiiglik
molekiil agirlikli peptitler 3 kDa ayirma sinirina sahip (3000 MWCO) Vivaspin Turbo 15
(Sartorius, Gloucestershire, Birlesik Krallik) santrifiij filtre birimleri kullanilarak
fraksiyonlanmuis, santrifiij filtre ekipmani ve ultrafiltrasyon prosesinin akis semasi Sekil 3’te

sunulmustur.

In vitro sindirilmig 6rnekler

}

On santrifiij — 4000 g 90 dk 4°C

}

0,45 pm + 0,20 pm filtreden gegirme

|

3000 MWCO filtreden gegirme - 4000 g
4°C 90 dk + 30 dk + 30 dk

|

Analiz

Sekil 3. Santrifiij ekipmani ve ultrafiltrasyon akis semasi
3.14. ACE Inhibitér Aktivite Analizi

ACE inhibitor aktivitelerin belirlenmesinde Cushman ve Cheung (1971) tarafindan
gelistirilen, Meira vd. (2012) tarafindan modifiye edilen, ACE tarafindan katalizlenen
hipiiril-histidin—16sin’den (HHL) hipiirik asidin ayrilmasi esasina dayanan yontem
kullanilmistir. Analiz igin 6ncelikle 0,3 M NaCl igeren 0,1 M sodyum borat tamponunda
(pH 8,3) HHL (5 mM) c¢ozeltisi ve 0,1 U/mL ACE c¢ozeltisi hazirlanmigtir. Analiz i¢in
hazirlanan HHL ¢ozeltisinden 100 pL ve in vitro sindirimi uygulanmis peynir 6rneklerinin
kiigiik molekiil agirlikli (< 3 kDa) peptit fraksiyonlarindan 40 pL almarak 1,5 mL deney
tiipiinde karistirilmis ve 37 °C sicaklikta 3 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra karisima 20 uLL
ACE ¢bzeltisi ilave edilip ve 37 °C sicaklikta 30 dk daha inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
bitiminde tiipe 150 pL 1M HCI ilave edilerek reaksiyon durdurulmus ve 1 mL etil asetat
eklenip 30 s karistirilip santrifiij (3000 g, 10 dk) edilmistir. Santrifiij sonrasinda deney

43



tiplintin {ist kismindan 800 pL alinip yeni bir deney tlipline aktarilmig ve 100 °C’de
icerisindeki etil asetat tamamen u¢gmasi saglanmistir. Deney tiipliniin dibinde kalan tortu 800
mL distile suyla tekrar ¢cozdiiriilerek spektrofotometrede absorbansi (228 nm) Ol¢lilmiistiir.

ACE inhibitor aktivite Denklem 3.7 kullanilarak hesaplanmustir.

% ACE inhibitér aktivite = (Ai- Ao/ A1- As) x 100. (3.7)

A1: ACE + HHL absorbansi
A»: ACE + HHL + Ornek absorbansi
As: Ornek + HHL absorbansi

3.15. Antioksidan Aktivite Analizleri

In vitro sindirimi uygulanmis peynir 6rneklerinin kiigiik molekiil agirlikli (< 3 kDa)
peptit fraksiyonlarinda antioksidan aktiviteler ABTS radikal giderme (Re vd., 1999) ve
CUPRAC (Apak vd., 2004) metotlar1 kullanilarak belirlenmistir.

3.15.1. ABTS Radikal Giderme Yontemi

ABTS radikal giderme yontemine gore antioksidan aktivite analizi icin ABTS saf su
icerisinde (7 mM) ¢oziindiiriildiikten sonra 2,45 mM potasyum persiilfat iceren 7 mM’lik
ABTS radikal ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan radikal ¢dzeltisi oda sicakliginda ve
karanlikta 12-16 s bekletilerek ABTS radikal katyon ¢ozeltisinin olusmast saglanmistir. Bu
cozelti analiz esnasinda 734 nm dalga boyunda 30 °C’de 0,700 (£0,02) absorbans verecek
sekilde 5 mM PBS (pH 7,4) ile seyreltilerek kullanilmistir. Analiz i¢in mikro kiivet igerisine
hazirlanan ABTS radikal ¢ozeltisinden 1 mL alinip tlizerine in vitro sindirimi uygulanmis
peynir orneklerinin kiiciik molekiil agirlikli (< 3 kDa) peptit fraksiyonlar1 veya troloks
eklenerek 1’er dk ara toplam 6 dk boyunca 30 °C’de ile absorbans degerleri dl¢lilmiistiir.10,
20 ve 30 pL o6rnek hacimlerinde ¢alisilarak 6rnek miktaria bagli % inhibisyon oranlari
(Denklem 3.8) hesaplanmistir. Calisilan hacme karsi % inhibisyon oranlar1 grafige
aktarilmig ve lineer regresyon uygulanarak Ornege ait egriyi tanimlayan denklem
bulunmustur. Ayni islemlerle son konsantrasyonlar1 5-20 mM arasinda degisen miktarlarda

troloks standartlar1 hazirlanarak standart kurve elde edilmistir (Ek 6). Inhibisyon yiizdesi
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Denklem 3.8 ve troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) denklemi (3.9) kullanilarak
hesaplanmistir. Sonuglar mM troloks/100 mg peynir olarak ifade edilmistir.

Inhibisyon (%) = (Ai- A2) / A2x 100 (3.8)

A1: A73s kontrol
Ao: A734 Ornek

TEAC = (inhibisyon egrisinin egimi (6rnek) / Standart egrisinin egimi) x Seyreltme
Faktdrii 3.9)

3.15.2. CUPRAC Yontemi

In vitro sindirimi uygulanmis 6rneklerin peptit fraksiyonlarinda (< 3 kDa) bakir(II)
iyonu indirgeme esasl antioksidan kapasite (CUPRAC) 6l¢im yontemine gore antioksidan
aktivite belirlemek amaciyla 10 mM bakir(Il) ¢ozeltisi (CuCl,.2H>0), 7,5 mM neocuproine
cozeltisi ve 1 M amonyum asetat ¢ozeltisi hazirlanmistir. Mikroplaka kuyucuklari igerisine
70 pL bakir(Il) ¢ozeltisi, 70 pL neokuproin ¢dzeltisi ve 70 uL. amonyum asetat tamponu
sirastyla eklenmis ve iizerine 7 uL mL 6rnek ardindan 70 pL distile su ilave edilmistir.
Mikroplaka 10 sn boyunca ¢alkalanmis ve oda kosullarinda agzi kapali olarak 30 dk boyunca
bekletilmistir. 30 dk sonunda i¢inde rnek bulunmayan referans ¢ozeltiye kars1 450 nm dalga
boyunda absorbans 6l¢iilerek kaydedilmistir. Sonuglar troloks ile hazirlanan standart egri
(EK 7) yardimiyla Denklem 3.9 kullanilarak hesaplanmis ve troloks esdegerleri (mM
troloks/g peynir) olarak ifade edilmistir.

3.16. istatistiksel Analizler

Istatistiksel degerlendirme icin veriler iki tekerriirlii peynir iiretimi ve her bir
parametre i¢in en az iki paralelli analiz gerceklestirilerek elde edilmistir. Calismada
arastirilan 4 faktorden 1s1l islem, pihtilastirict enzim ve starter kiiltiiriin incelenen 6zellikler
izerine interaksiyonu, depolama faktoriiniin ise diger 3 iiretim faktorii ile intreraksiyonu
dikkate alinmadan tek basina etkisi istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Buna gore 1s1l
islem, pihtilastirict enzim ve starter kiiltiiriin incelenen 6zellikler iizerine interaksiyonun
belirlenmesi amaciyla faktoriyel diizende varyans analizi tekniginden yararlanilmigstir

(Mendes, 2013). Depolamanin peynir Ozellikleri iizerine etkisini belirlemek amaciyla
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depolama giinleri bakimindan her 6rnek i¢in kendi i¢inde varyans analizine tabi tutulmustur.
Varyans analizinin 6n sartlari1 (varyanslarin homojenligi ve normal dagilim) yerine
getirmeyen veriler icin farklar WELCH testi kullanilarak degerlendirilmistir. Tiim
peynirlerin depolama siiresince belirlenen 6zellikleri iizerine depolamanin etkisi ve 3 {iretim
faktoriiniin (1s1l islem, pihtilastirici enzim ve starter kiiltiir) 3’1l intreraksiyonuna iligkin ayri
ayr1 P degerleri Tablo 1, 3, 5, 8 (sadece depolamaya iliskin P degeri sunulmustur), 9, 12, 14
ve 17°de sunulmustur. Incelenen peynir o6zellikleri iizerine 3’lii intreraksiyonun (isil
islem*pihtilastirict enzim*starter kiiltiir) istatistiksel agcidan 6nemli bulunmadigi (P > 0,01),
ancak 1s1l islem, pihtilagtirict enzim ve starter kiiltiir faktorlerinin 2°1i interaksiyonlarinin
(1s1l iglem*starter kiiltlir, 1s1l islem*pihtilagtirict enzim veya pihtilagtirict enzim*starter
kiiltiir) istatistiksel a¢idan 6nemli bulundugu durumlara iliskin grup ortalamalar1 ve P
degerleri Tablo 2, 4, 6, 10, 13, 15, 16 ve 18’de sunulmustur. Sonuglar arasindaki énemli
farklarin hangi grup ya da alt gruplardan kaynaklandigini belirlemek amaciyla TUKEY
coklu karsilagtirma (TUKEY-HDS) testi uygulanmis (Sheskin, 2004), depolamanin énemli
diizeyde etki ettigi ozellikler i¢in Ornekler arasindaki farklar ayni siitunda farkli biiyiik
harflerle (Tablo 1, 3, 5, 8, 9, 12, 14 ve 17), 1s1l islem pihtilastiric1 enzim ve starter kiiltiir
faktorlerinin 2’li interaksiyonlarmin 6nemli bulundugu 6zellikler i¢in gruplar arasindaki
farklar ayni satirda farkli kii¢iik harflerle (Tablo 2, 4, 6, 10, 13, 15, 16 ve 18) gosterilmistir.
Peynir Ornekleri arasindaki geometrik dagilimi gostermek amaciyla Cok Boyutlu
Olgiilendirme (MDS) analizi uygulanmistir. istatistiksel degerlendirmeler SPSS (SPSS for
Windows (version 25.0)) ve Minitab (Minitab 18.1 for Windows) istatistik paket programlari
kullanilarak gergeklestirilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Randiman ve Peynir Bilesim Degerleri

Keci peynirlerinin kurumadde, yag, protein ve tuz oranlart 90 giinliik depolama
stiresince 1, 30, 60 ve 90. giinlerde, randiman ve kiil oranlar1 ise sadece 1. depolama giiniinde
belirlenmistir. Randiman ve bilesim oranlari Tablo 1°de sunulmustur. Peynir randimani
tizerine, 1s1l islem, starter kiiltiir ve pithtilastiric enzim proses faktorlerinden sadece 1s1l islem
uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin interaksiyonu énemli bulunmus (P < 0,01) (Tablo 2),
iic faktoriin interaksiyonu ile bitkisel veya hayvansal kaynakli pihtilagtirict enzim
kullaniminin etkisi 6nemli bulunmamustir (P> 0,01) (Tablo 1). Isil islem uygulanarak starter
kiiltiir ilave edilmeden iiretilen peynir grubu (HF) en yiiksek randimana (18,30) sahipken,
cig siite starter kiiltlir ilave edilerek liretilen peynir grubunun (RS) en diisiikk randimana
(12,54) sahip oldugu bulunmustur (Tablo 2). HF peynirleri en yiiksek randimanla
iiretilmesine ragmen bu peynir grubunun kurumadde degerleri daha diisiiktiir. Kaminarides
vd. (2019) farkli 1s1l islem normlar1 uyguladiklart (68 ° C 10 dk) tam yagh kegi siitii ve % 50
yag1 azaltilmis keci siitiine (80 © C 10 dk) mezofilik starter kiiltlir ve Penicillium candidum
ilave ederek iirettikleri keci peynirlerinin randimanlarini sirastyla % 17,48 ve % 17,91 olarak
belirlemislerdir. Bu ¢calismadaki HF peynirlerinin randimanlarinin belirtilen peynirlere yakin
degerlere sahip oldugu bulunmustur. Tiirk Saanen keci tiirlinlin siitiinden yapilan kegi
peynirleri (Hayaloglu vd., 2013) ve 1sil islem gormiis Saanen ke¢i siitii peynirleri
(Miloradovic vd., 2017) ile RF, RS ve HS gruplart benzer randiman sonuglarina sahipken,
HF1 ve HF2 peynirleri, 6nceki her iki ¢aligmadaki bulgulardan daha yiiksek randimana
sahiptir. Artan randiman oranlarinin, uygulanan 1sil isleme bagli olarak peyniralti suyu
proteinlerinin denatiire olmasi ve pihti yapisinda kalan bu proteinlerin kazeinlerle
birlesmesiyle iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, 1s1l islem uygulamasi siitteki asit
iireten mikroorganizmalarin inhibisyonuna neden olmus ve bunun sonucunda sinirli asitlik
gelisimine bagl olarak peyniralti suyunun pihtidan ayrilmasi zorlasmistir. HF peynirlerinin
yiiksek pH ve diisiik LA degerleri (Tablo 3 ve 4), HS peynirlerine gore yiiksek verim, tuz

icerigi ve diisiik kurumadde degerleri ile iliskilendirilebilir.
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Tablo 1

Depolama siiresince peynirlerde belirlenen bazi bilesim oranlari ve randiman sonuglari

.. Peynir (Ortalama+S.H)
Ozellik Giin P
RF1 RF2 RS1 RS2 HF1 HF2 HSI HS2
% Randiman 1 13,67+0,07 14,09+0,30 12,38+0,19 12,70+0,18 18,63+0,04 17,98+0,78 14,30+0,09 14,38+0,46 0,435
1 45,8140,908 46,48+0,465 47,22+1,028 48,12+0,328 40,06+0,4458 38,56+0,688 47,94+0,72 47,78+1,22 0,620
% Kurumadd 30 46,86+0,8548 47,17+0,238 47,07+0,645 47,33+0,218 40,89+0,178 41,80+0,3248 47,2840,51 47,33+0,46 0,522
60  47,07+0,56A8 46,84+0,318 47,3440,238 47,33+0,368 42,76+0,50* 43,51+1,564 46,13+0,39 47,88+0,66 0,709
90 50,1540,494 48,97+0,50% 50,66+0,544 51,69+0,784 43,67+0,18* 44,45+0,624 47,86+0,44 48,17+0,64 0,097
P 0,003 0,003 0,007 0,000 0,000 0,003 0,109 0,898
1 22,25+0,328 24,13+ 0,138 24,50+0,208 24,88+0,248 19,25+0,328 18,38+0,24¢ 24,00+0,00 24,63+0,55 0,001
% Yag 30 23,50+0,655 24,25+0,328 24,63+0,835 24,75+0,785 20,63+0,978 20,63+0,638¢ 24,13+0,83 24,75+0,92 0,568
60 23,38+0,438 23,88+0,318 25,63+0,4348 25,75+0,52A8 21,38+0,698 22,00+1,065 24,50+0,65 25,25+0,78 0,787
90 27,50+£0,914 26,88+0,594 27,63+0,38% 28,1340,694 24,75+0,434 25,2540,724 26,75+0,60 26,38+0,75 0,315
P 0,000 0,000 0,003 0,006 0,000 0,000 0,023 0,389
1 48,62+1,20 51,9240,57 51,96+1,27 51,69+0,35 48,05+0,48"8 47,70+1,008 50,10+0,75 51,56+0,68 0,034
% Yag/KM 30 50,13+0,60 51,4140,50 52,27+1,09 52,23+1,69 50,46+2,498 49.37+1,718 51,02+1,57 52,26+1,54 0,404
60 49,72+1,38 50,99+0,88 54,12+0,69 54,41+1,02 50,01+1,658 50,51+1,014B 53,10+1,03 52,71+1,12 0,980
90 54,88+2,11 54,90+1,31 54,59+1,11 54,44+1,42 56,660,794 56,89+2,324 55,90+1,26 54,73+1,07 0,778
P 0,041 0,032 0,263 0,299 0,007 0,008 0,022 0,288
1 21,62+0,42 21,09+0,32 21,28+0,67 23,34+0,57 19,19+0,43 19,00+0,26 23,46+0,51 23,234+0,47 0,061
% Protein 30 21,34+0,23 21,60+0,32 21,76+0,07 21,41+0,49 17,4240,59 18,08+0,94 21,60+0,89 21,33+0,68 0,844
60 21,37+0,55 20,56+0,36 20,00+0,07 20,39+0,67 16,90+0,50 17,35+0,73 21,04+1,15 20,04+0,54 0,154
90 20,52+0,36 20,33+0,51 20,42+0,13 20,10+0,33 16,67+0,52 17,21+0,31 20,30+0,72 20,04+0,55 0,618
P 0,291 0,147 0,015 0,024 0,019 0,218 0,107 0,015
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Tablo 1’in devamiu...

1 4728+1,654 45,39+1,08% 45,14+1,90* 48,41+1,114 47,95+1,58* 49,33+1,004 49,00+1,134 48,610,384 0,080
4 Protein/KM 30 45,59+0,84%B  4580+0,73A 46,25+0,65* 4519412148 42,58+],344B 4320+1,978 457642328 4507+1,514B 0,992
60  4547+1,70'B  43.90+0,66°B  4225+0,34AB  43,09+1,3785C 39,53+1,118 39,8940,938  45,69+2,86°B  41,84+0,78B 0,112
90  40,92+0,71B 41,520,898 40,320,238 38,93+0,99¢ 38,20+1,348 38,92+1,238 42,42+1,568  41,60+1,048 0,844
P 0,007 0,006 0,006 0,001 0,001 0,001 0,010 0,001
1 3,00+0,17 3,120,16 3,14+0,10 3,10+0,89 3,92+0,05 3,54+0,22 2,66=0,13 2,82+0,06 0,092
e Tus 30 3,15+0,10 3,05+0,04 2,76+0,21 2,79+0,08 3,69+0,11 3,54+0,08 2,89+0,08 2,58+0,13 0,379
60 3,17+0,03 3,36+0,25 2,63+0,67 2,58+0,10 3,3840,16 3,39+0,18 2,57+0,05 2,51+0,01 0,620
90 2,93+0,04 2,99:0,09 2,43+0,19 2,48+0,19 3,25+0,18 3,29+0,06 2,63+0,17 2,69+0,02 0,937
P 0,315 0,381 0,201 0,270 0,200 0,588 0,278 0,055
1 5,53+0,31 5,84+0,34 5,94+0,10 5,86+0,25 6,54+0,04 5,77+0,35 5,1340,32 5,40+0,09 0,074
s Tun/Nemm 30 5,93+0,14 5,78+0,07 5,03+0,56 5,31+0,17 6,24+0,20 6,08+0,15 5,48+0,16 4,89+0,27 0,323
60 6,00+0,08 6,32+0,46 4,96+0,15 4,89+0,22 5,9140,27 5,990,16 4,76+0,09 4,82+0,09 0,512
90 5,88+0,10 5,8540,21 4,93+0,40 5,12+0,35 5,77+0,32 5,92+0,86 5,04+0,31 5,29:£0,09 0,777
P 0,329 0,595 0,141 0,245 0,147 0,780 0,256 0,068
% Kiil 1 4,43+0,02 4,74+0,10 3,71+0,07 3,82+0,14 4,81%0,06 4,62%0,06 3,3640,13 3,58+0,04 0,024

A-CHer bir 6zellik i¢in depolama siiresince belirlenen onemli istatistiksel farkliliklar ayni siitunda farkl biiyiik harflerle gosterilmistir (P <0,01).
R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki kaynakli enzim ile pthtilastirilmis; 2, Hayvansal
rennet ile pihtilastirilmig, kodlar peynir yapiminda kullanilan {iretim faktoriinii gosterir. Yag/KM, kurumaddede yag orani; Protein/KM,

kurumaddede protein orani; Tuz/Nem, nemde tuz orani; S.H, standart hata.
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90 giinliik depolama siiresince ¢ig siitten iiretilen keci peynirlerinin kurumadde
degerleri % 45,81 ile % 51,69, 1s1l islem uygulanmas siitten {iretilen peynirlerin kurumadde
degerleri % 38,56 ile % 48,17 araliginda degerler almistir (Tablo 1). Peynir kurumaddeleri
izerine, 1s1l islem, starter kiiltiir ve pihtilastirict enzim proses faktorlerinden 1sil islem
uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin interaksiyonu énemli bulunmus (P < 0,01) (Tablo 2),
ti¢ faktoriin kombinasyonu ve bitkisel veya hayvansal kaynakli pihtilastirict enzim kullanimi
kurumadde degerlerini 6nemli derecede etkilememistir (P > 0,01) (Tablo 1). Isil islem
uygulamasi ve starter kiiltiir ilave durumuna gore peynir gruplarinin ortalamalar1 Tablo 2°de
sunulmustur. HS peynirleri disinda diger peynirlerin kurumadde degerleri depolama
boyunca artmistir (P < 0,01) (Tablo 1). Peynirlerde kurumadde; kullanilan siitiin bilesimi,
isleme teknigi ve olgunlastirma prosesinden dogrudan etkilenmektedir. Beyaz peynir
iiretiminde tuzlama islemi ile peynir kitlesinde tuz merkeze dogru hareket ederek peynirin
yapisinda dagilmaktadir. Bu iglem peynir kitlesinde tuzun tamamen homojen olarak
dagilmasina kadar olgunlagma siiresince devam etmektedir. Tuz gegisi ve buna bagli olarak
peynirden su ¢ikist gerceklesmesi sonucu peynirlerin kurumadde oranlar1 degisebilmektedir
(Soltan1, 2013). Uretilen peynirler 12-14 saat salamurada bekletildikten sonra vakum altinda
paketlenmistir. RF, RS ve HF gruplarinda 90 giin depolanan peynirlerin taze peynirlerden
daha ytiksek kurumadde icerigine sahip olmasi peynir biinyesinde devam eden olgunlagsma
stiresince gergeklesen tuz hareketine bagli olarak peynirden su salinmasi ve bu su kaybi
neticesinde nem oranin azalmasina baglanabilir. Bu {i¢ peynir grubunun aksine HS grubu
peynirlerde depolama siiresince kurumadde igerigi degismemistir (Tablo 1). HS
peynirlerinin depolamanin ilk glinlinde nihai pH ve titrasyon asitligi degerlerine ulastig1 ve
depolama siiresinin bu peynir grubu i¢in diger gruplardaki gibi bir olgunlasma prosesi
niteligi tastmamasina bagli olarak kurumadde oranlarinin degismedigi s6ylenebilir. Cayir ve
Giizeler (2020) kegi siitii kullanarak trettikleri olgunlagmamis kegi peynirinde yapilan
calismada elde edilen sonuclara benzer kurumadde degerleri elde etmislerdir. Barac vd.
(2019) 90° C’de 10 dk 1s1l islem uygulamasi dncesi diisiik sicaklikta (4° C) kimozin ile
muamele ederek iirettikleri geleneksel Sirbistan keci peynirlerinde 50 giinliik depolama
boyunca onemli oranda artan kurumadde oranlarim1 % 44,88 ile % 49,45 deger araliginda
belirlemisler ve bu degerler ayni 1s1l islem normu kullanilarak iiretilen H grubu peynirlerle
benzerlik gostermistir. Depolama boyunca elde edilen kurumadde ortalamalar1 farkli
caligmalardaki kegi siitlinden yapilan peynirlerin kurumadde oranlariyla da benzer

bulunmustur (Kondyli vd., 2016; Trujillo vd., 2002; Uzkug vd., 2018).
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Tablo 2

Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin etki ettigi bilesim 6zellikleri

Peynir grubu (Ortalama+S.H)

Ozellik Gin P
RF RS HF HS
% Randiman 1 13,88+0,17°  12,54+0,14° 18,30+0,37* 14,34+0,19° 0,001
1 46,15+0,49* 47,67+0,52* 39,31+0,47° 47,86+0,66 0,000
30 47,01£0,412  47,23+0,32%  41,34+0,24°> 47,30+0,32* 0,000
% Kurumadde
60  46,95+0,432 47,33+0,20* 43,13+0,77° 47,00+0,49* 0,003
90 49,56+0,93> 51,17+0,48* 44,06+0,33¢ 48,02+0,37° 0,006
1 21,35+0,26° 22.31+0,562 19,09+0,23¢ 23,35+0,32¢ 0,000
30 21,470,192  21,59+0,24* 17,75+0,53> 21,46+0,52* 0,000
% Protein
60 20,97+0,34* 20,20+0,32* 17,13+0,42°> 20,54+0,62* 0,000
90  20,42+0,29* 20,26+0,17*¢ 16,94+0,30> 20,17+0,42* 0,000
1 46,34+0,98  46,81+1,20 48,64+0,93 48,81+0,66 0,872
30  45,69+0,52  45,72+0,67 42,89+1,11 45,42+1,29 0,230
% Protein/KM
60  44,69+0,892 42.67+0,67®* 39,71+0,68"> 43,77+1,55* 0,006
90 41,2240,54% 39,624+0,54%> 38,48+0,85° 42,01+0,88* 0,002
1 3,06+0,11° 3,12+0,07°  3,734+0,132  2,74+0,07°® 0,000
o T 30 3,10+0,05° 2,78+0,11°¢  3,61+0,07¢  2,73+0,09¢ 0,002
uz
’ 60 3,26+0,12 2,61+0,07 3,39+0,11 2,54+0,03 0,330
90 2,96+0,05 2,46+0,12 3,27+0,09 2,66£0,08 0,575
1 5,69+0,222°  592+0,09%  6,15+0,22%  5,27+0,16° 0,008
30 5,85+0,08 5,27+0,23 6,16+0,12 5,19+0,18 0,244
% Tuz/Nem

60 6,16+0,23 4,93+0,12 5,95+0,15 4,79+0,06 0,824
90 5,87+0,11 5,03+0,25 5,85+0,16 5,11+0,15 0,773
% Kiil 1 4,58+0,08? 3,76+0,08>  4,71+0,05*  3,47+0,08° 0,002

#d Her bir dzellik igin peynir gruplari arasinda belirlenen énemli istatistiksel farkliliklar ayni
satirda farkl kiigiik harflerle gosterilmistir (P < 0,01). R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gérmiis siit;
F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli, kodlar peynir yapiminda kullanilan iretim
faktoriinii gosterir. Protein/KM, kurumaddede protein orani; Tuz/Nem, nemde tuz oran;

S.H, standart hata.
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Peynirlerin kurumaddeleri tizerine 1s1l islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin
interaksiyonu sonucu, peynir randimanini etkileyen faktorlerin kurumadde igerigini aksi
yonde etkilemesi sebebiyle, peynir gruplarinin kurumaddeleri ile randimanlar1 arasinda
beklendigi lizere ters iliski oldugu goriilmektedir (Tablo 2). Buna gore en yiiksek randimana
sahip HF grubu peynirlerin tiim depolama giinlerde en diisiik kurumadde oranlarina sahip
oldugu, depolamanin 1, 30 ve 60. giinlerinde RF, RS ve HS gruplar1 kurumadde oranlari
bakimindan benzer sonuglar aldigi belirlenmistir (Tablo 2). 90 giin depolanmis peynirler
arasinda ¢ig siit peynirlerinde daha ytliksek kurumadde degerleri belirlenirken, ayni 1s1l islem
grubundaki peynirler arasinda starter kiiltiir ilaveli RS (% 51,17) ve HS (% 48,02)
gruplarinin RF (% 49,56) ve HF (% 44,06) gruplarindan daha yiiksek kurumadde degerlerine
sahip oldugu belirlenmistir. Garcia vd. (2014) Murciano-Granadina kegi siitiinden C.
cardunculus proteazi ve farkli starter kiiltlirler kullanarak tirettikleri keci peynirlerinde,
calismadaki depolamaya bagli kurumadde artisina benzer egilimde depolama ile peynirlerin

nem miktariin azaldigini belirlemislerdir.

Peynirlerin yag oranlar1 % 18,38-28,13 ve yag/KM oranlar1 % 47,70-56,89 araliginda
bulunmustur (Tablo 1). Peynirlerin yag ve yag/KM oranlar1 iizerine 1s1l islem uygulamasi,
starter kiiltiir ilavesi ve farkli pihtilastirict enzim kullaniminin etkisi 6nemli bulunmamaistir
(P>0,01) (Tablo 1). RF, RS ve HF peynirlerinin yag oranlari ile HF peynirlerinin yag/KM
oranlar1 depolama boyunca artmistir (P < 0,01) (Tablo 1). Depolama siiresince kurumadde
oranlarindaki degisimle iliskili olarak RS, RF ve HF peynirlerinin yag oranlar1 artmis ancak
depolamanin 1. giiniinde nihai bilesim oranlarinda olan HS grubu peynirlerinin yag oranlari
degismemistir. Feta tipi keci peynirinde 180 giinlilk depolama boyunca yag oranlar1 %
24,00-25,50 deger araliginda (Kondyli vd., 2016), 2 ay olgunlastirilmis sade Beaten keci
peynirinde yag orant % 23,75 olarak belirlenmis (Sulejmani vd., 2020), c¢aligmadaki
peynirlerin yag oranlar1 Beaten ve Feta keci peynirlerinin yag oranina benzer bulunmustur.
Yag miktarinin kurumadde i¢indeki yiizdesi olarak ifade edilen yag/KM oranlarina gore ise
tiim depolama giinlerinde HF grubu disindaki peynirlerindeki artigin istatistiksel olarak
onemli olmadigi bulunmustur (P < 0,01) (Tablo 1). Oner ve Saridag (2019) kegi
peynirlerinin yag/KM oranlarin1 depolama baslangicinda % 40,57, depolamanin 90.
giiniinde % 44,08 olarak belirlemisler ve depolama ile 6nemli derecede degismeyen yag/KM
oranlarinin depolamanin 270. gliniinde % 53,60’a ulastig1 rapor edilmistir. Pappa vd. (2022a)

termofilik ve mezofilik starter kiiltlirler kullanarak pastorize siitten {irettikleri taze yumusak
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keci peynirlerinde 60 giinliik depolama siiresince yag/KM oranlarint % 49,8-54,2 deger

araliginda, bu ¢aligmada belirlenen yag/KM oranlartyla benzer bulunmustur.

Peynirlerin protein oranlarinin % 16,67 ile % 23,45 araliginda belirlenmistir (Tablo
1). Peynirlerin protein oranlarinda depolama boyunca oOnemli derecede degisim
gerceklesmemis (P > 0,01) ancak protein/KM oranlar1 tiim peynirlerde depolama boyunca
azalmistir (P <0,01) (Tablo 1). Depolamanin 1. giinlinde peynirlerin protein/KM oranlar1 %
45,14-49,33 deger araliginda iken bu degerler depolamanin 90. giiniinde % 38,20-42,42
araliginda bulunmustur. Peynirlerin degisen depolama ile degisen kurumadde oranlar
protein/KM oranlariin degisiminde etkili olmustur. Uzkug vd., (2018) ke¢i peynirlerinin
protein oranlarini % 16,14-17,17; Kondyli vd., (2016) ke¢i Feta peynirinin protein oranlarini
% 16,01-17,45 aralifinda bulmuslar, HF peynirlerinin 60 ve 90. giin 6rnekleri hari¢ diger
peynirlerin protein orani bu iki caligmada belirlenen protein oranlarindan daha yiiksek
bulunmustur. Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilave durumuna gore peynir gruplarinin
ortalamalar1 Tablo 2’de sunulmustur. 1, 30, 60 ve 90 giin depolanan peynirlerin protein
oranlar1 ile 60 ve 90 gilin depolanan peynirlerin protein/KM oranlari iizerine 1s1l islem
uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin interaksiyonu énemli bulunmustur (P < 0,01) (Tablo
2). HF grubu peynirlerin protein oranlar1 bakimindan tiim depolama giinlerinde diger tiim
peynir gruplarindan daha diisiik degerler aldigi, depolamanin 30, 60 ve 90. giinlerinde RF,
RS ve HS gruplarinin protein oranlari bakimindan benzer oldugu bulunmustur. Keci
peynirlerinin yag ve protein icerikleri uygulamalardan 6nemli 6l¢iide etkilenmemistir (P >
0,01) (Tablo 1). Peynirlerin yag ve protein igerikleri, ¢ig siitiin bilesiminde ve peynir yapim
prosediirlerinde kiiclik farkliliklar olmasina ragmen genel olarak oOnceki g¢aligmalarla
uyumludur (Barlowska vd., 2018; Miloradovic vd., 2017; Pappa vd., 2022b; Say, 2022;
Vyhmeister vd., 2019). Peynirlerin yag ve protein oranlar1 Kawecka ve Pasternak (2022)
tarafindan Karpat keci siitiinden tiretilen peynirlerden (% 21,33 yag, % 16,74 protein) daha
yiiksek bulunmus, bu durma 6ncelikli olarak ¢alismada kullanilan Karpat kegi siitiiniin Tiirk
Saanen kegi siitinden daha diisiik bilesim oranlarina (% 2,82 yag, % 2,88 protein) sahip
olmasinin neden oldugu diisiiniilmektedir. Diger bir calismada yine Karpat kegi siitii
kullanilarak {iretilen asit-rennet peynirlerinde % 20,45 yag orani, % 26,50 protein orani
belirlenenmis (Kajak-Siemaszko vd., 2022), elde edilen protein orani bu ¢alismadan daha
diisiik bulunmustur. Iki calismada da Karpat kegi irkindan elde edilen siitler kullanilmasina

ragmen yapilan tez ¢calismasindaki peynirlerin bu iki ¢aligmaya gore diisiik ve yiliksek protein
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oranlarina sahip olmasi peynir yapim tekniklerine bagli olarak peynirler arasinda bilesim

farkliliklarinin olabilecegini agik¢a gostermektedir.

Peynirlerin tuz ve tuz/nem oranlar1 depolama boyunca 6nemli derecede degismemistir
(P>0,01) (Tablo 1). Peynirlerin tuz oranlarinin % 2,43-3,92 tuz/nem oranlar1 % 4,76-6,54
araliginda oldugu saptanmistir (Tablo 1). Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilave
durumuna gore peynir gruplarinin ortalamalar1 Tablo 2’de sunulmustur. 1 ve 30 giin
depolanan peynirlerin tuz oranlari ile 1 giin depolanan peynirlerin tuz/nem oranlar1 {izerine
11l iglem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin interaksiyonu énemli bulunmustur (P <
0,01) (Tablo 2). Depolama baslangicinda peynirlerin tuz ve tuz/nem igerigi bakimindan HF
grubu peynirlerin diger gruplardan farklilastigi goriilmektedir. RF, RS ve HF grubundan
daha yiiksek nem igerigine sahip HF grubunun bu durumla iligkili olarak peynir biinyesinde
bulunan suda goreceli olarak daha fazla tuz ¢oziinmesine baglanabilecek daha yiiksek tuz ve
tuz/nem igerigine sahip oldugu sdylenebilir. Genel olarak starter kiiltiir ilave edilen
peynirlerin daha diisiik tuz icerigine sahip oldugu belirlenmis ancak peynirler arasindaki
farklar % tuz oram1 bakimindan sadece depolamanin 30. giiniinde, tuz/nem oranlar
bakimindan ise depolamanin sadece 1. giiniinde HF ve HS gruplar arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (P < 0,01) (Tablo 2). Barac vd. (2016) 90 °C 10 dk 1s1l islem
uygulayip ve starter kiiltiir ilavesiz kegci siitlinden tirettigi peynirleri, liretildigi gece boyunca
peynir kiitlesinin yaklasik % 3’1 kadar tuz kaplayip, depolama boyunca % 8 tuz igeren
salamurada bekletmistir. Depolama baslangicinda tuz igermeyen peynirler, 20 giin sonunda
% 2,14 tuz icerigine sahip olmus ve 20. giinden sonra 50 giin boyunca tuz oranlar1 arasinda
fark bulunmamistir. Calismadaki tiim peynirler Barac vd. (2016)’nin calismalarinda
belirlenen tuz oranlarindan daha yiliksek tuz igerigine sahip olup, tuz igerigindeki
farkliliklarin tuzlama tekniginden ve tuzlama siiresindeki farklardan kaynaklandig:
distiniilmektedir. Calismada belirlenen tuz/nem oranlar1 Kocak vd. (2020) tarafindan
belirlenen salamura kegi peynirlerinin tuz/nem igerigine benzerlik gostermekte, ancak
aragtirmacilar salamura keci peynirinde depolama ile tuz/nem oranimin 6nemli derece
arttigin1 bunun depolama sonucu peynirlerin kurumaddelerinin azalmasina bagl olarak su
icerigindeki artistan kaynaklandigini, peynirde su orani artist ile difiizyonun hizlandig1 ve
buna bagli olarak salamuradan absorbe edilen tuz miktar1 artiginin, tuz oranlarinda artiga

neden oldugunu bildirmislerdir. Bu calismadan farkli olarak tez caligsmasi peynirleri
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salamurada depolanmadigi i¢in depolama siiresince tuz/nem oranlarinda istatistiksel olarak

onemli derecede degisim belirlenmemistir.

Kiil oranlar1 iizerine 1sil islem, starter kiiltiir ve pihtilastirict enzim proses
faktorlerinden 1s1l islem uygulamasi ve starter kiiltlir ilavesinin interaksiyonu onemli
bulunmug (P < 0,01) (Tablo 2), ii¢ faktoriin kombinasyonu ve bitkisel veya hayvansal
kaynakli pihtilagtirict  enzim  kullanimi  kurumadde degerlerini 6nemli derecede
etkilememistir (P > 0,01) (Tablo 1). Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilave durumuna
gore peynir gruplarinin kiil oranlar1 Tablo 2°de sunulmustur. Her bir 1s1l islem grubunda
starter kiiltiir ilave edilmeyen peynirlerin kiil oranlari starter kiiltiir ilave edilen peynirlerden
daha yiiksek bulunmustur. Diger gruplardan daha yiiksek kiil i¢erigine sahip RF ve HF
grubunun sirastyla % 4,58 ve 4,71 kiil oranina sahip oldugu belirlenmistir. Pastorize siitten
starter kiiltlir ilavesiyle iiretilen keci peynirlerinde kiil orant % 4,50 olarak belirlenmis
(Vyhmeister vd., 2019), bu peynir starter kiiltiir kullanimi1 yoniinden RF ve HF gruplarindan
farkli olmasina ragmen, iiretimde kullanilan kegi siitii bilesimi ve iiretim teknigi farkindan
kaynaklanmas1 muhtemel, kiil i¢erigi bakimindan benzer oldugu bulunmustur. Starter kiiltiir
ilaveli peynir gruplar1 arasinda ise ¢ig siitten iiretilen peynirler 1s1l islem gérmiis siitten
iiretilen peynirlerden daha yiiksek kiil igerigine sahiptir. Kaminarides vd. (2019) % 50 yag1
azaltilmis keci siitiine 80 © C 10 dk 1s1l islem uyguladiktan sonra Lc. lactis subsp. lactis +
Lec. lactis subsp. cremoris igeren starter kiiltiir ve Penicillium candidum destek kiiltiir ilave
ederek iirettikleri kegi peynirlerinde depolamanin ilk ve 14. giiniinde kiil oranlarini sirasiyla
% 2,89 ve % 3,71 olarak belirlendigini bildirmisler, RS ve HS peynirlerinin kiil oranlar1 14

giin depolanmis yag1 azaltilmis kegi peynirinin kiil oranina benzer bulunmustur.

4.2. pH ve Titrasyon Asitligi Degerleri

Peynirlerde depolama boyunca belirlenen pH ve titrasyon asitligi degerleri Tablo
3’te, 1s1l iglem uygulamasi ve starter kiiltiir ilave durumuna gore peynir gruplarinin
ortalamalar1 Tablo 4’te sunulmustur. Peynirlerin pH ve LA degerleri iizerine 1s1l islem,
starter kiiltlir ve pihtilastirict enzim proses faktdrlerinden 1s1l islem uygulamasi ve starter
kiiltiir ilavesinin interaksiyonu onemli bulunmus (P < 0,01) (Tablo 4), ii¢ faktoriin
kombinasyonu ve bitkisel veya hayvansal kaynakli pihtilastirict enzim kullanimi1 pH ve LA

degerlerini dnemli derecede etkilememistir (P > 0,01) (Tablo 3). Peynir asitligi, liretimde
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kullanilan ¢ig siitiin dogal ve gelisen asitligi lizerine siirece dahil olan mikroorganizmalar ve
pihtilagmanin katkisiyla olgunlagma siiresince gelismektedir. Peynirdeki asitligin bir kismi
kazein ve para-kazeinden, onemli bir kismi ise LAB’nin faaliyeti sonucunda laktozun
fermantasyonu sonucu iiretilen asitler ile meydana gelmektedir (Fox vd., 2017b). Ozellikle
peynir siitiine ilave edildiginde starter kiiltiirler, asit {iretme kapasiteleri sayesinde peynir
stitiiniin pH ve asitligine 6nemli katkida bulunmaktadir (Hayaloglu vd., 2005; Pappas vd.,
1996). Bu ifadeyle uyumlu olarak starter kiiltiir ilaveli peynirlerin, ayni 1s1l islem grubundaki
starter kiiltiir ilavesiz peynirlere gore 1 ve 30. Depolama giinlerinde 6nemli dl¢lide daha
yiiksek LA ve daha diisiik pH degerlerine sahip oldugu bulunmustur (P < 0,01) (Tablo 4).
HS1 ve HS2 peynirleri iiretim sonrasi depolamanin 1. glinlinde 4,52 ve 4,53 pH degerlerine
ulagsmis ve diger peynirlerden farkli olarak bu peynirlerin pH degerleri depolama boyunca
degismemistir. Bu sonuglar HS peynirlerinin, 1s1l islem gormiis siitteki starter kiiltiiriin
aktivitesi sayesinde depolamanin ilk giintinde nihai pH ve LA degerlerine ulastigini
gostermektedir (Tablo 3). Peynirler arasinda RS1-RS2 peynirlerinin 90. giinde en yiiksek
LA degerlerine (sirastyla 2,53 ve 2,40) sahip oldugu bulunmustur. Vyhmeister vd. (2019)
pastorize keci siitiine starter kiiltiir ilave ederek tirettikleri peynirlerin % LA degerlerinin
depolamanin 1. giiniinde 1,46 oldugunu bildirmislerdir. Bu deger starter kiiltiir ilavesiyle
iiretilen taze RS ve HS peynirlerinin LA degerinden diisiik bulunmustur. Kocak vd. (2020)
pastorize (72-74° C’de 15-20 s) keci siitiine farklr starter kiiltiirler ilave ederek iirettikleri
salamura keg¢i peynirlerinde pH degerlerinin depolamanin 1. giiniinde 4,91-4,95,
depolamanin 90. giiniinde 4,59-4,68 deger araliginda bulundugunu, 30 giinliik depolama ile
peynirlerin pH degerlerinin diistiigiinii 30. giinden sonra ise sabit kaldigini bildirmislerdir.
Bu calismadaki peynirlere 1s1l islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesi yoniinden nispeten
benzerlik gosteren HS peynirlerinde pH degerleri benzer bulunsa da depolama boyunca
degisim belirlenmemistir. iki ¢alisma arasindaki kiiciik farklarin calismalardaki 1s1l islem

normu ve iiretim tekniklerinden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Peynirin fizikokimyasal 6zelliklerini etkileyen birkac faktdr arasinda pH degeri,
stitteki kazein misellerinin ve minerallerin stabilitesini dogrudan etkiledigi i¢in kritik oldugu
bildirilmistir (Pastorino vd., 2003). Bu nedenle, HF1 ve HF2, iiretiminde starter kiiltiir
icermeyen ve 1s1l islem gérmiis keci siitli kullanildigindan, diger peynirlerden farkli pH, LA

degerleri, randiman ve kimyasal bilesime sahip oldugu bulunmustur (Tablo 1 ve 2).
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Tablo 3

Depolama siiresince peynirlerde belirlenen pH ve titrasyon asitligi degerleri

Peynir (Ortalama+S.H)

Ozellik  Giin P
RF1 RF2 RS1 RS2 HF1 HF2 HS1 HS2
1 5,64+0,04%  5,66+0,024 4,92+0,02%  4,88+0,02%  6,27+0,03*  6,20+0,02* 4,524+0,05 4,53+0,00 0,118
oH 30 5,62+0,064 5,74+0,024  4,88+0,014B  4,89+0,01*  6,38+0,02*%  6,17+0,16*  4,68+0,03 4,70+0,00 0,080
60  5,45+0,03* 5,51+0,10% 4,82+0,008 4,71+0,00*8 6,35+0,03* 6,08 £0,13* 4,62+0,02 4,65+0,00 0,026
90  4,79+0,04% 4,83+0,058 4,62+0,01¢  4,62+0,078 5,14+0,098 5,37+0,128 4,71+0,04 4,73+0,01 0,977
P 0,000 0,001 0,000 0,002 0,000 0,001 0,061 0,018
1 1,04+0,01¢ 0,92+0,028 1,71+0,01¢  1,83+0,03% 0,510,018 0,48+0,018 1,95+0,06 1,96+0,02 0,025
o LA 30 0,99+0,02¢ 0,99+0,03%  1,82+0,05¢  1,89+0,03% 0,59+0,01® 0,72+0,01® 1,90+0,01 2,01+0,02 0,224
60  1,27+0,04% 1,10+0,08% 1,96+0,03%  1,98+0,03% 0,69+0,028 0,69+0,02% 1,90+0,02 1,92+0,02 0,169
90  2,1940,09* 1,95+0,054 2,53+0,03*  2,40+0,09* 1,50+0,08* 1,40+0,01* 2,01+£0,06 1,98+0,04 0,892
P 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,201 0,172

A-C Her bir ozellik igin depolama siiresince belirlenen 6nemli istatistiksel farkliliklar ayn1 siitunda farkli biiyiik harflerle gosterilmistir (P <0,01).
R, ¢ig siit; H, 151l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki kaynakli enzim ile pihtilagtirilmig; 2, hayvansal
rennet ile pihtilagtirilmig, kodlar peynir yapiminda kullanilan iiretim faktoriinii gosterir. LA, laktik asit cinsinden titrasyon asitligi; S.H, standart

hata.
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HF peynirlerinin depolama sirasinda artan asitligi, peynir yapimi sirasindaki
kontaminasyondan ve depolama sirasinda bu mikroorganizmalarin gelismesinden
kaynaklantyor olabilir. Ayrica bu grupta 90. giinde belirlenen nispeten keskin pH diisiisleri
(Tablo 3), peynirde 1s1l islemle inhibe edilemeyen LAB’nin aktivitesine ve zamanla
sayilarinin artmasina baglanabilir. Bununla iligkili olarak mayalama oncesi tekne siitlerinde
belirlenen ve siit isleme sirasinda kontamine olan veya 1s1l islemle inaktive edilemeyen HF
peynir grubu siitline ait TMAB ve LAB gibi mikroorganizmalarin sayilar1 Tablo 7'de
gosterilmistir. Barac vd. (2019) ytiksek 1s1l islem uygulanmasina ve herhangi bir starter
kiiltiir eklenmemesine ragmen taze kegi peynirlerin pH degerlerinin 5,77 oldugunu, ¢ig siite
gore peynirlerin pH degerindeki azalmanin siite uygulanan 6n islemler sirasinda ve 1sil
islemden sonra meydana gelen asitlenme ile agiklanabilecegini belirtmislerdir. Ayrica
pihtilagma, kesme ve kaliplama sirasinda, muhtemelen dis kontaminasyondan kaynaklanan
mikrobiyal popiilasyon artisinin peynirlerin depolama siiresince pH degerlerinin azalmasina
katkida bulundugu ifade edilmistir. 90 °C 10 dk 1s1l islem uygulanan ve starter kiiltiir
kullanilmadan iiretilen ke¢i salamura ke¢i peynirinde depolamanin baslangicinda pH 6,28
olarak belirlenmis (Barac vd., 2016), ayn1 kosullarda iiretilen HF peynirlerinin 1 giin
depolanmis 6rneklerinde benzer pH degerleri bulunmustur. Sulejmani vd. (2020) starter
kiiltiir ilave etmeden, pihtisin1 haglayarak iirettigi, 2 ay depolanmis Beaten peynirinde pH
degerini 5,43 olarak belirlemisler ve ¢ig siitten starter kiiltiir ilave edilmeden iiretilen RF
peynirlerinin pH degeri Beaten peynirinin pH degerine benzer bulmuslardir. Hayaloglu vd.
(2013) keci siitii kullanarak {tirettikleri peynirlerde 90 giinliik depolama siiresince LA
degerlerini % 0,15 ve 0,71 arasinda belirlemislerdir. Bulgular depolama giinlerinin
ortalamalar1 bakimindan elde edilen sonuglardan diisiik, depolama siiresiyle orantili asitlik
artig egilimiyle benzer bulunmustur. RF peynirlerinde iiretiminde kegi siitline starter kiiltiir
ilave edilmemesine ragmen, siitiin dogal mikroflorasi peynir iiretim siireci ve depolama
boyunca tiim peynirlerin asitliginin artmasinda etkili olmustur (Tablo 3). Bu peynir grubu
90 giinliik depolama sonunda, RS peynir grubu ise depolamanin 60. giiniinde, HS peynirleri
ile benzer pH ve LA degerlerine ulagsmistir (Tablo 4). RF peynirlerin pH degerleri ve
depolama siiresince pH degisimi Oner ve Saridag (2019)’1n ¢ig keci siitiinden geleneksel
yontemlerle iirettikleri keg¢i peynirlerinin pH degerleriyle benzer degerlerde ve azalma

egiliminde oldugu bulunmustur.
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Tablo 4
Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin etki ettigi peynir gruplarinin pH ve

titrasyon asitligi degerleri

. Peynir grubu (Ortalama+S.H)
Ozellik Giin P
RF RS HF HS
1 5,65+£0,02°  4,90+0,02¢  6,24+0,032  4,52+0,02¢ 0,000

30 5,67+0,04°  4,88+0,01°  6,27+0,090  4,69+0,01¢ 0,000

pH 60  5,48+0,05°  4,76+0,03°  6,21+0,10*  4,63+0,01° 0,000
90  4,81+0,03*  4,62+0,03*  5,33+£0,06°  4,72+0,02° 0,001

1 0,98+0,02¢  1,77+0,03°*  0,50+0,01¢  1,96+0,03? 0,000

» 30 0,99+0,01°¢  1,85+0,03°  0,64+0,03¢  1,95+0,022 0,000

60  1,18+0,05°  1,97+0,02*  0,69+0,02°  1,91+0,01? 0,000
90  2,07£0,07°  2,46+0,05*  1,45+0,04°  2,00+0,03° 0,000

#d Her bir dzellik igin peynir gruplari arasinda belirlenen énemli istatistiksel farkliliklar ayni
satirda farkl kiigiik harflerle gosterilmistir (P < 0,01). R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gérmiis siit;
F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli, kodlar peynir yapiminda kullanilan iretim

faktorlinii gosterir. LA, laktik asit cinsinden titrasyon asitligi; S.H, standart hata.

4.3. Toplam Azot, Suda Coziiniir Azot ve Toplam Serbest Amino Asit Oranlari

Peynirlerde depolama boyunca belirlenen toplam azot, suda ¢oziiniir azot oranlar1 ve
serbest amino asit miktarlar1 Tablo 5’te sunulmustur. Peynirlerin TA oranlar1 % 2,61 ile %
3,68 deger araliginda bulunmustur. Peynirlerin toplam azot oranlarinda depolama boyunca
gerceklesen degisim 6nemli bulunmamaistir (P > 0,01) (Tablo 5). Protein hidrolizi, kiigiik ve
orta zincir uzunluklu peptitlerin ve serbest amino asitlerin olusumundan kaynaklanan
SCA'deki artisla agikga gosterilmektedir (Guiziani vd., 2006; Zaravela vd., 2021). Ayrica
TFAA degeri siitiin dogal enzimleri, pihtilastiricilar ve peynir mikrobiyotas1 kaynakli
proteolizin bir gostergesi olarak bilinmektedir (Say, 2022). Tiim peynirlerin SCA, SCA/TA
ve TFAA oranlar1 depolama ile énemli 6l¢iide artmistir (P < 0,01) (Tablo 5). Peynirler
arasinda sadece HF grubu, yiiksek nem icerigi ile iliskilendirilebilecek diisiik toplam azot
icerigine sahiptir. En yiiksek SCA/TA ve TFAA degerleri HS grubu peynirlerde depolama
sirasinda belirlenerek sirasiyla % 30,26 ve 12,72 (mg 16sin/g peynir) degerlerine ulagmigtir.

Peynirdeki suda ¢Oziinlir azotlu bilesikler esas olarak pihtilagtiricinin  etkisiyle
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uretilmektedir, ancak starter bakteriler veya plazmin tarafindan da iretilebilmektedirler
(Visser, 1977). Kocak vd. (2020) farkli starter kiiltiirler kullanarak {irettikleri kegi
peynirlerinde SCA oranlarinin depolamanin 30, 60 ve 90. giinlerinde farkl starter kiiltiir
kullanimina bagli olarak farklilik gésterdigini bildirmislerdir. Proteolize bagl olarak protein
parcalanmasi liretim ve depolama siiresince devam etmekte ve ortamda olusan serbest amino
asitler ve peptitlerin miktar1 artmaktadir (Sousa vd., 2001). HS peynirlerindeki daha yiiksek
proteoliz seviyesi, depolamanin 1. giinlinde starter kiiltlir aktivitesi ile peynirlerin 4,6'ya
ulasan uygun pH degerlerine baglanabilir (Tablo 3 ve 4). Guizani vd. (2006), pastorize kegci
slitliniin starter kiiltiir ile fermente edilmesiyle iiretilen yar1 sert keci peynirinde benzer TA
degerleri bulmuslar, ancak SCA degerlerinin olgunlagsma baslangicindan itibaren %
17,46'dan % 42,40'a yiikseldigini bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismayla karsilastirildiginda,
kisa siirede hizla artan proteoliz ilerlemesindeki farklilik, olgunlasma faktorlerinin daha aktif
olmasin1 saglayan nispeten yliksek depolama sicakligindan (14°C) kaynaklanmis olabilir.
Diger bir ¢alismada (Garcia vd., 2014), farkh starter kiiltiir kullaniminin, C. cardunculus
proteazi ile pihtilastirilmis siitten iiretilen, keg¢i peynirinin SCA oranlarini1 6nemli diizeyde
etkiledigi, depolama siiresinin artmasiyla tlretimde kullanilan starter kiiltiir ¢esidinden
bagimsiz olarak peynirlerin SCA oranlarinin arttig1 belirtilmis olup elde edilen bulgular tez

calismasiyla benzer bulunmustur.

Peynirlerin TA, SCA, SCA/TA ve TFAA degerleri iizerine 1s1l iglem, starter kiiltiir
ve pihtilagtirict enzim proses faktorlerinden, 1s1l islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin
interaksiyonu dnemli bulunmus olup (P < 0,01) (Tablo 6) ii¢ faktoriin kombinasyonu ve
bitkisel veya hayvansal kaynakl pihtilagtirict enzim kullanimi bu degerleri 6nemli derecede
etkilememistir (P > 0,01) (Tablo 5). Peynirlerin proteoliz diizeyi ile dogrudan iliskili olan
SCA/TA ve TFAA sonuglarinin uyum iginde oldugu goriilmektedir (Tablo 6). Peynir
gruplar1 arasinda HS peynirlerinin tiim depolama giinlerinde en yiiksek SCA/TA (% 29,66)
ve TFAA (12,61 mg 16sin/g peynir) degerlerine sahip oldugu bulunmustur. Her bir 1s1l islem
grubunda 90 giin depolanmis peynirler arasinda starter kiiltiir ilave edilen peynirlerde daha
yiiksek diizede proteoliz gergeklestigi belirlenmistir. Olgunlastirilmis peynirler arasinda en

diisiikk TA, SCA, SCA/TA ve TFAA degerleri ise HF grubunda belirlenmistir (Tablo 6).
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Tablo 5

Depolama boyunca peynirlerde belirlenen toplam azot, suda ¢oziiniir azot oranlari ve toplam serbest amino asit miktarlari

N Peynir (Ortalama+S.H)
Ozellik Giin P
RF1 RF2 RS1 RS2 HF1 HF2 HS1 HS2
1 3,39+0,07 3,31+0,05 3,34+0,11 3,66+0,09 3,01£0,07 2,98+0,04 3,68+0,08 3,64+0,07 0,061
o TA 30 3,35+0,04 3,39:+0,05 3,41+0,01 3,36+0,08 2,73+0,09 2,83+0,15 3,39+0,14 3,3440,11 0,344
60 3,35+0,09 3,22+0,06 3,13+0,01 3,20+0,10 2,65+0,08 2,7240,11 3,30+0,18 3,14+0,08 0,154
90 3,22+0,06 3,19+0,08 3,20+0,02 3,15+0,05 2,61+0,08 2,70+0,05 3,18+0,11 3,14+0,09 0,618
P 0,291 0,147 0,015 0,024 0,019 0,218 0,107 0,015
1 0,26+0,02€ 0,26+0,03P 0,33+0,03C 0,3040,05€ 0,17+0,048 0,140,048 0,52+0,048 0,51+0,088 0,994
30 0,390,038 0,38+0,03C€ 0,540,048 0,47+0,018 0,2140,05* 0,22+0,048¢ 0,760,068 0,700,048 0,767
% SCA
60 0,48+0,048 0,50+0,028 0,6040,054B 0,56+0,038 0,22+0,06* 0,2340,044B 0,83+0,058 0,76+0,04 0,204
90 0,64+0,03* 0,630,034 0,740,024 0,7240,03% 0,3240,05% 0,3140,04* 0,920,084 0,95+0,08% 0,074
P 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 7,68+0,58C 7,99+0,79¢ 9,80+1,59¢ 8,12:+1,40¢ 5,5140,30€¢ 4,57+0,27¢ 14,13+1,60¢ 14,1440,43C 0,722
% SCAITA 30 11,56+0,818€ 11,2140,798¢ 15,77+0,998 14,000,198 7,59+0,248 7,780,638 22,47+1,188 21,00+1,628 0,250
60 14,33+1,068 15,41+0,688 19,10+0,708 17,460,918 8,44+0,718 8,60+0,488 25,26+0,4548 24,21+0,788 0,033
90 19,971,174 19,83+0,634 23,014+0,354 22,80+0,724 12,22+0,174 11,64+0,564 29,05+0,834 30,26+0,534 0,885
P 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,82+0,17¢ 0,77+0,22€ 1,1240,21P 1,00+0,18P 0,35+0,19¢ 0,380,148 1,70+0,15¢ 1,88+0,46€ 0,748
30 1,3440,14¢ 1,50+0,528¢ 3,41+0,58C 3,13+0,50¢ 0,94+0,165¢ 0,98+0,2348 7,02+0,638 6,75+0,388 0,041
TFAA
60 2,720,388 3,15+0,478 5,110,958 4,93+0,518 1,61£0,3948 1,55:£0,9248 8,80+1,258 7,961,028 0,232
90 5,94+1,08% 5,88+1,23A 10,28+0,654 8,98+1,37A 1,9840,624 2,0540,694 12,72+0,422 12,51+1,034 0,238
P 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,009 0,000 0,000

A-DHer bir 6zellik igin depolama siiresince belirlenen 6nemli istatistiksel farkliliklar ayni siitunda farkl biiyiik harflerle gosterilmistir (P <0,01).
R, ¢ig siit; H, 151l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki kaynakli enzim ile pihtilagtirilmisg; 2, hayvansal
rennet ile pithtilastirilmis, kodlar peynir yapiminda kullanilan iiretim faktoriinii gosterir. TA, toplam azot; SCA, suda ¢oziinen azot; SCA/TA,

toplam azot i¢erigindeki suda ¢oziinen azot; TFAA, toplam serbest amino asit (mg 16sin/g peynir); S.H, standart hata.
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Pappa vd. (2022a) tarafindan yapilan ¢aligmada 60 giin depolanmis yumusak kegi
peynirlerinde SCA/TA oranlarin1 % 19,19 ve % 19,41 olarak belirlenmis olup tez
caligmasindaki 60 giin depolanmus ¢ig siit peynirlerinin yumusak ke¢i peynirleriyle SCA/TA
oranlar1 bakimindan benzer oldugu bulunmustur. Turan ve Durak (2022) ¢ig kegi siitiinden
hayvansal rennet kullanilarak tiretilmis ve 12 ay olgunlastirilmis ke¢i peynirlerinde TA, SCA
ve SCA/TA oranlarimi sirasiyla % 2,78; % 0,49 ve % 17,70 olarak bulmuslar ve benzer
kosullarla iiretilen 90 giin depolanmis RF peynirlerinin ilgili azot oranlarinin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. 90 giinlilk depolama siiresince, ¢ig siitten iiretilen Xinotyri kegi
peynirlerinin SCA/TA oranlarinin pastorize siitle {retilenlerden daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Pappa vd., 2022b). Isil islem ve starter kiiltiir ilavesi a¢isindan HF grubuyla
benzer peynir yapim prosediirlerinin kullanildig1 bir ¢alismada (Barac vd., 2016), taze
peynirler i¢in benzer SCA sonuclari elde edilmis ancak olgunlastirilmis peynirlerinde tez
calismasindaki degerlerden daha yiiksek degerler bildirilmistir. Diger bir ¢calismasinda ise
HF grubuyla benzer peynir 1s1l islem ve starter kiiltiir normlar1 uygulanarak iiretilen keci
peynirlerinde 50 giin depolanma sonunda SCA/TA oranini1 % 8,43 olarak 60 giin depolanmig
HF1 (% 8,44) ve HF2 (% 8,60) peynirlerinin SCA/TA oranlariyla benzer bulunmustur
(Barac vd., 2019). Arastirmacilar peynirlerin yiiksek pH degerlerine sahip olmasi ve starter
kiiltiir igermemesine ragmen artan SCA degerlerini kimozin ve plazmin tarafindan iiretilen
iriinlerle iliskilendirmiglerdir. Bu bilgilere ek olarak 1si1l islem sonrasi peynire kontamine
olan bakterilerin aktivitesi HF peynirlerinin proteolizine katkida bulunmus olabilir. Bazi
aragtirmacilar, peynirlerin TFAA degerlerinin depolama boyunca artmasini peptitlerin
bakterilerin etkisiyle serbest amino asitlere par¢alanmasina baglamislardir (Delgado vd.,
2011a; Juan vd., 2016). Pino vd. (2009b) yapilan calismaya benzer bir sekilde C.
cardunculus proteazi ile hayvansal renneti karsilastirdiklar1 ¢alismada kegi peynirlerinin
TFAA degerlerinin 120 giinliik depolama siiresince 6dnemli derecede arttigini ancak bitkisel
ve hayvansal kaynakli pithtilagtirict kullaniminin kegi peynirlerinin TFAA degerini 6nemli
derecede farklilastirmadigini bildirmislerdir. Trujillo vd. (2002) kegi siitiine yliksek basing
islemi uygulanarak iiretilen ke¢i peynirlerinin 45 giinliik depolama siiresince TFAA
degerlerinin ¢ig ve pastdrize siitten tretilen ke¢i peynirlerinin degerlerinden daha yiiksek
oldugunu, siitli pastorize etmenin ¢ig siite gére TFAA degerlerini degistirmedigini rapor
etmiglerdir. Ayn1 ¢alismada depolama ile SCA/TA ve TFAA degerlerinin arttigi, TFAA
degerinden farkli olarak 45 giinlilk depolama sonunda pastdrize siitten iiretilen peynirin

SCA/TA oraninin ¢ig siitten iiretilen peynirden daha yiiksek oldugu bulunmustur. Keci
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peyniri lizerine yapilan aragtirmalarda RF, RS ve HS peynirleri ile uyumlu TFAA degerleri
Tomaszewska-Gras vd. (2019) (7,24 mg 16sin/g peynir) ve Say (2022) (8,06 mg 16sin/g

peynir) tarafindan rapor edilmistir.

Tablo 6
Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin etki ettigi peynir gruplarinin toplam azot,

suda ¢Oziiniir azot oranlar1 ve toplam serbest amino asit miktarlari

Peynir grubu (Ortalama+S.H)

Ozellik  Giin P
RF RS HF HS
1 3,35£0,04°  3,504+0,09%  2,99+0,04°  3,66+0,05° 0,000
. 30 3,37+0,03*  3,38+0,04* 2,78+0,08°  3,36+0,08? 0,000
60  3,29+0,05*  3,174+0,05*  2,68+0,07°  3,22+0,10° 0,000
90  3,20+0,05*  3,1840,03*  2,66+0,05° 3,16+0,07° 0,000
1 0,26+0,01°  0,31+0,03> 0,15+0,02°  0,51+0,02? 0,010
% SCA 30 0,38+0,02¢  0,50+0,02°  0,21+0,02¢  0,74+0,04? 0,009
60  0,49+0,02¢ 0,58+0,03° 0,23+0,02¢  0,80+0,04? 0,000
90  0,64+0,02° 0,73£0,01°> 0,32+0,03°  0,93+0,03% 0,000
1 7,83+0,46° 9,10+0,96°  5,04+0,49¢ 14,14+0,87° 0,000
% SCA/TA 30 11,39+0,53° 14,89+0,58"  7,69+0,45¢ 21,74+1,142 0,000
60 14,87+0,62° 18,29+0,86" 8,52+0,40° 24,74+0,46 0,000
90 19,90+0,62°¢ 22,97+0,45° 11,93+0,29¢ 29,66+0,512 0,000
1 0,7940,06°  1,06+0,06°  0,36+0,04°  1,79+0,10° 0,000
30 1,4240,12¢  3,27+0,16°  0,96+0,05¢  6,89+0,39° 0,000
TEAA 60  2,93+0,16° 5,02+0,23>  1,58+0,23¢  8,38+0,42? 0,000
90  591+0,41°  9,63+£0,39>  2,02+0,20¢ 12,61+0,21? 0,000

#dHer bir 6zellik i¢in peynir gruplari arasinda belirlenen 6nemli istatistiksel farkliliklar ayni
satirda farkl kiigiik harflerle gosterilmistir (P < 0,01). R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gérmiis siit;
F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli, kodlar peynir yapiminda kullanilan iretim
faktoriinii gosterir. TA, toplam azot; SCA, suda ¢oziinen azot; SCA/TA, toplam azot
icerigindeki suda ¢oziinen azot; TFAA, toplam serbest amino asit (mg 16sin/g peynir); S.H,

standart hata.
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4.4. Urea-PAGE Sonuclar:

Depolama boyunca peynirlerin suda ¢oziinmeyen azot fraksiyonlarinda belirlenen
Urea-PAGE elektroforetogramlar1 Sekil 4, 5, 6 ve 7’de sunulmustur. Urea-PAGE
elektroforetogramlarinda starter kiiltiir ilavesi ve 1s1l islemin proteolizi etkiledigi, bitkisel
pihtilastirict veya hayvansal peynir mayasmin bu iki faktdr kadar proteolizi etkilemedigi
bulunmustur. os-kazeinlerin altindaki ve [-kazeinlerin {istiindeki bantlar, peynirin
olgunlagmasi sirasinda kazeinlerin enzimler tarafindan parcalanmalarindan tiiretilen
peptitlere karsilik gelmektedir (Franco vd., 2003). Depolamanin ilk giiniinde ¢ig siit
peynirleri (R) neredeyse benzer bir os-kazein pargalanma egilimi gostermistir (Sekil 4),
ancak RS peynirlerinde, 6zellikle 30 giinliik depolamadan sonra daha net bir degradasyon
oldugu goriilmektedir. Depolamanin 1. gliniinde H grubu peynirlerin f-kazein bandinin, ¢ig
siit peynirlerine gore, list kisma dogru daha genis oldugu goriilmektedir. Bu durum
muhtemelen siite uygulanan 1s1l islem sonucu serum proteinlerinin denatiirasyonu ve [-
laktoglobulinin kazeinlerle birleserek kompleks olusturmasindan kaynaklandigi, benzer bir
sonucun 80 °C’de 10 dk 1s1l islem uygulanmis keg¢i siitiinden iiretilen kegi peynirlerinde
gozlendigi bildirilmistir (Kaminarides vd., 2019). Urea-PAGE jel goriintiisiinde depolama
stiresinin artmastyla kazein fraksiyonlarmin parcalanmaya basladigi, 6zellikle 90. giin
peynirlerinde os-kazein parcalanma {riinlerine ait bantlar daha belirgin oldugu
goriilmektedir (Sekil 7). Peynir pihtisinda kalan kalint1 pithtilagtirict enzimler, as-kazeinler
tizerinde spesifik bir etkiye sahipken B-kazeinler bu etkiye daha az maruz kaldiklar1 igin
parcalanmalar1 ¢ok kisithi olmaktadir (Fox, 1993). 60 ve 90 giin depolanan peynirlerde
strastyla Sekil 6 ve Sekil 7°de B-kazein degradasyonunun as-kazeine kiyasla daha az oldugu
goriilmekte ve ke¢i peynirinde os-kazeinin proteolitik degisimlerinin B-kazeinden daha
belirgin oldugu bilinmektedir (Hayaloglu vd., 2013; Miloradovic vd., 2017). Pino vd.
(2009a) C. cardunculus bitkisel proteazi ve hayvansal rennet kullanarak iirettikleri kegi
peynirlerinin Urea-PAGE jel goriintlisiinde 2. giinden itibaren B-kazeinlerde pargalanma
sonucu kismen degisim gozlendigini bildirmislerdir. as-kazeinlerde her iki pihtilastirict tiirii
icin 2. ve 15. giinler arasinda hizli bir par¢alanma oldugu, ancak degradasyonun ilerleyen
giinlerde azaldig, bitkisel pihtilagtirici ile iiretilen peynirlerde gergeklesen degradasyonun

hayvansal rennetle iiretilenlere gore nispeten daha belirgin oldugu rapor edilmistir.
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Na-CN RF1 RF2 RS1 RS2 HF1 HF2 HS1 HS2

B-kazein ——

as-kazein —_—

Sekil 4. 1 giin depolanan peynirlerin suda ¢dziinmeyen azot fraksiyonlarinin Urea-PAGE

goriintiisi™*

*R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki
kaynakli enzim ile pihtilagtirilmig; 2, hayvansal rennet ile pithtilastirilmis, kodlar peynir

yapiminda kullanilan tiretim faktoriinii gosterir. Na-CN; Sodyum kazeinat.

Uygulanan 1s1l islem prosesine bagl olarak H peynirlerinin biinyesinde daha ¢ok
kalan peyniralt1 suyu proteinlerinin etkilesimi nedeniyle, H peynirlerindeki B-kazein ve -
kazeinden daha yavas olan 3-kazein parcalama iiriinlerinin nispi miktarinda R peynirleri ile
kiyaslandiginda gozle goriiliir bir fark olugsmustur. Bununla birlikte, tiim peynirlerde kisitli
B-kazein degradasyonu, olgunlasma ile artan asitliginin plazmin aktivitesini kisitlayarak (-
kazeinin alt fraksiyonlara parcalanmasinin yavaslamasina baglanmaktadir (Miloradovic vd.,

2017).

Peynirler arasinda tiim depolama giinlerinde SCA/TA ve TFAA sonuglari ile uyumlu
sekilde HF1 ve HF2 peynirlerinde diger peynirlerden daha diisiik diizeyde proteoliz
gergeklestigi, 90 giin depolanan HF peynirlerinde dahi os-kazein degradasyon iiriinlerinin
olusmadig1 veya ¢ok sinirli miktarda olustugu goriilmektedir (Sekil 7). Proteoliz seviyesinin
gostergesi olan bu urea-PAGE sonuglarindan C. cardunculus bitkisel proteazlarinin buzagi
rennetine benzer seviyede kegi siitiinii pihtilagtirdigi ve depolama siiresince ileri diizeyde

proteolize neden olmadig1 sOylenebilir.
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Na-CN RF1 RF2 RS1 RS2  HF1 HF2 HS1 HS2

B-kazein

as-kazein —_—

Sekil 5. 30 giin depolanan peynirlerin suda ¢éziinmeyen azot fraksiyonlarinin Urea-PAGE

goriintiisi™*

*R, ¢ig siit; H, 1s1l islem goérmiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki
kaynakli enzim ile pihtilagtirilmig; 2, hayvansal rennet ile pihtilastirilmis, kodlar peynir
yapiminda kullanilan tiretim faktoriinii gosterir. Na-CN; Sodyum kazeinat.

HS2

Na-CN RF1 RF2 RS1 RS2 HF1 HF2 HS1

B-kazein —

as-kazein —_—

Sekil 6. 60 giin depolanan peynirlerin suda ¢éziinmeyen azot fraksiyonlarinin Urea-PAGE

gorlintiisi™*
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*R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki
kaynakli enzim ile pihtilastirilmig; 2, hayvansal rennet ile pihtilagtirilmis, kodlar peynir

yapiminda kullanilan tiretim faktoriinii gosterir. Na-CN; Sodyum kazeinat.

Na-CN RF1 RF2 RS1 RS2  HF1 HF2 HS1  HS2

B-kazein —

as-kazein —_—

Sekil 7. 90 giin depolanan peynirlerin suda ¢éziinmeyen azot fraksiyonlarinin Urea-PAGE

goriintiisti*

*R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki
kaynakli enzim ile pihtilagtirilmig; 2, hayvansal rennet ile pithtilastirilmis, kodlar peynir

yapiminda kullanilan tiretim faktoriinii gosterir. Na-CN; Sodyum kazeinat.

4.5. RP-HPLC Peptit Profil Analizi Sonuclar:

RP-HPLC ile peptit profili analizi, peynirlerden ekstrakte suda ¢Oziiniir
fraksiyondaki peptitlerin karakterize edilmesinde yaygmn olarak kullanilmaktadir.
Peynirlerin suda ¢oziinen fraksiyonlarindaki peptitleri RP-HPLC teknigi ile ayirma, sabit
fazin degisen hidrofobisite dereceleri ve molekiil agirliklarina gore ¢oziinen peptitlerin geri
doniistimlii olarak alikonmalarina dayanmakta, ayrimda erken alikonan peptitler diigiik
molekiil agirlik ve hidrofilik yap1, ge¢ tutulma zamaninda ayristirilan peptitler ise hidrofobik
yapi ile karakterize edilmektedir Fox vd., 1996; Hayaloglu vd., 2004; Sahingil, vd., 2014).

Degerlendirme peptit piklerinin sayisina, alanlarina ve alikonma siirelerine bagl olarak
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hidrofilik/hidrofobiklik durumuna goére yapilmakta, pik alanlarindaki azalma peptitlerin
daha kiiciik sekanslara ve amino asitlere hidrolizini gdstermektedir. Hidrofilik ve hidrofobik
peptitlere ait pikleri ayirmada kullanilan standart amino asit (tirozin, fenilalanin ve triptofan)
piklerine ait kromatogram Ek 3’te sunulmustur. Buna gore tirozin (dk 9.88) ve triptofan (dk
23.30) amino asitleri arasinda gelen peptitler hidrofilik, triptofan amino asidinden sonra
gelen peptitler hidrofobiktir (Hayaloglu ve Ozer, 2011). Peynirlerin suda ¢oziiniir
fraksiyonlarindaki peptitlerin HPLC kromatogramlar1 Sekil 8, 9, 10 ve 11°de sunulmustur.
Kegi peynirlerinin suda ¢oziinen ekstraktlarinda belirlenen peptit profillerine bakildiginda
tim peynirler i¢in tiim depolama giinlerinde peptit piklerinin hidrofobik bdlgede
yogunlastig1, piklerin ¢ogunun kromatogramin 20 ve 50. dakikalar1 arasinda salindigi
gorlilmektedir. Bu sonug, Kogak vd. (2020)’nin kegi siitii kullanarak {irettikleri salamura

Beyaz peynirde elde edilen sonuglarla benzer bulunmustur.

mAU

150
125

100

50 - HS2 ‘

25 [

25 RF1 |

y y T y T T y T y y T
10 20 30 40 50 min

Sekil 8. 1 giin depolanan peynirlerin peptit profilleri*

*R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki
kaynakli enzim ile pihtilastirilmig; 2, hayvansal rennet ile pihtilagtirilmis, kodlar peynir

yapiminda kullanilan iiretim faktoriinii gosterir.
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Sekil 9. 30 giin depolanan peynirlerin peptit profilleri*

*R, ¢ig siit; H, 1s1l islem goérmiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki
kaynakli enzim ile pihtilagtirilmig; 2, hayvansal rennet ile pihtilastirilmis, kodlar peynir

yapiminda kullanilan tiretim faktoriinii gosterir.

mAU
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125 |

—

1HF1

50 - HS2

1HS1
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1RS2

0-+RS1
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T 1 T T 1 — 1 T T T T
10 20 30 40 50 min

Sekil 10. 60 giin depolanan peynirlerin peptit profilleri*

*R, ¢ig siit; H, 1s1l islem goérmiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki
kaynakli enzim ile pihtilastirilmig; 2, hayvansal rennet ile pihtilagtirilmis, kodlar peynir

yapiminda kullanilan tiretim faktoriinii gosterir.
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Sekil 11. 90 giin depolanan peynirlerin peptit profilleri*

*R, ¢ig siit; H, 151l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki
kaynakli enzim ile pihtilastirilmig; 2, hayvansal rennet ile pihtilagtirilmis, kodlar peynir

yapiminda kullanilan iiretim faktoriinii gosterir.

Elde edilen kromatogramlar, peynir iiretiminde uygulanan faktorler arasindan 1sil
islemin, keg¢i peynirlerinin peptit profillerini 6nemli derecede farklilagtirdigini ortaya
koymustur. Ozellikle HF peynirlerinin depolamanmn 1. giiniinden itibaren yiiksek
miktarlarda hidrofobik pikler igerdigi, depolama ile peptit piklerinin alanlarmin kismen
artt1g1 goriilmektedir. Vyhmeister vd. (2019) pastorize kegi siitiine starter kiiltiir ilave ederek
irettikleri peynirlerde olgunlasmanin 1, 14 ve 42. giinlerinde peynirlerin < 3 kDa suda
¢cozlinlir ekstraktlariin RP-HPLC peptit profilini belirlemis ve depolamanin artmasiyla
peptit piklerinin alanlarmin arttigin1 rapor etmistir. 90 giin depolanan HS1 peynirinde de
hem kendi i¢inde depolamanin diger giinlerine gére hem depolamanin 90. giiniindeki HS2
peynirinden daha biiyiik hidrofobik peptit pikleri icerdigi goriilmektedir. Peynirlerin igerdigi
bu hidrofobik peptitler duyusal degerlendirmede bu peynirlerde belirlenen aci tat ile

iligkilendirilebilir.

Cig siit peynirlerinde depolamanin tiim gilinlerinde (R) 1s1l islem gormiis siitlerden
iiretilen peynirlerde (H) olmayan bazi spesifik peptit pikleri (48 ve 52. dk) goriilmektedir.

Bu pikler ¢ig kegi siitiinden tiretilen peynirlerde bulunan dogal mikrofloranin veya siitiin
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inhibe olmayan dogal enzimlerinin etkinligi sonucu olusan peptitlerin gostergesi olabilir.
Depolamanin 30. giiniinde ¢ig siit peynirlerinde 90. giiniinde ise HF peynirleri diginda diger
peynirlerde belirgin hidrofilik peptit pikleri oldugu (8 ve 13. dk) goriilmektedir. RF
peynirlerinde 22. dakikada salinan, depolamanin 30. giiniinden itibaren net bir sekilde
goriilen peptit piki tespit edilmistir. Kaminarides vd. (2019) ke¢i peynirlerinin 14 giinliik
olgunlagsmasindan sonra RP-HPLC kromatograminda yeni peptit piklerinin ortaya ¢iktigini,
1. glinde var olan diger piklerin alanlarinin degistigini bildirmiglerdir. Starter kdiltiir
kullanilarak tiretilen peynirlerde depolamanin baslangicinda daha kiigiik alana sahip olan,
depolamanin 30. giiniinde belirgin olarak goriilen ve depolama ile artis ve azalis gdsteren
peptit gruplar1 (29 ve 32. dk) belirlenmistir (Sekil 9). Yilmaz Kisak (2021) kegi siitiinden
iiretilen izmir Tulum peynirinde depolama siiresinin artmasiyla peptit piklerinin alanlarmin
bir miktar arttigini, bununla birlikte bazi peptit piklerin kaybolup yeni peptit piklerin
olustugunu bildirmistir. Ayrica toplam pik sayisinin artis ve azaliglar gostermekle beraber
olgunlagma sonunda baslangica gore azaldigini, bu durumun olgunlasma siiresince meydana
gelen proteoliz sonucu peptitlerin amino asitlere par¢alanmasindan kaynaklandigini ve
peynirlerin artan toplam amino asit degerleriyle RP-HPLC peptit pik alanlarindaki degisimin
uyumlu oldugunu bildirmistir. Diezhandino vd. (2015) Ispanyol mavi peynirinde
olgunlagma boyunca peptit miktarinda bir artis oldugunu saptamislardir. Olgunlagma
periyodu boyunca pik sayisinin artmasi, peptitlerin ve proteinlerin hidrolizinden
kaynaklanmaktadir. Olgunlagsma giinlerinin sayisina bagli olarak, peynirde plazmin, diger
proteolitik enzimler, mikrobiyal enzimler ve artik pihtilagtirict aktivite nedeniyle
kazeinlerden tiiretilen bir dizi biiyiik ve orta boy peptit olugsmaya baslamakta, daha sonra bu
bilesenler, ikincil mikroflora tarafindan daha kisa peptitlere ve amino asitlere
donitistiiriilmektedir (Gupta vd., 2009). 90 giin depolanmis peynir ornekleri arasinda en
diistik pik alan1 HS peynirlerinde belirlenmistir. HF peynirlerinin HPLC kromatogramlari,
stite starter kiiltiir ilavesi yapilmadan 1s1l islem uygulamanin peynirlere tamamen farkli peptit
profilleri verdigini géstermistir. TFAA ve SCA sonuglariyla uyumlu olarak (Tablo 5 ve 6),
HF peynirlerinin, kontamine mikroorganizmalar icermesine ragmen, depolamanin ilk
giiniinde daha biiylik peptitlere sahip oldugu ve depolamanin ilerlemesiyle gergeklesen
kisitht diisiik proteolize ragmen bu biiyiik peptitlerin biiylik oranda varligini siirdiirdiigii
sOylenebilir. Peynir gruplar1 arasinda peptit sayisi ve alanlari kiyaslandiginda, HF peynirleri
tiim peynirler arasinda en yiiksek pik alanina sahipken en diisiik pik sayisina sahip oldugu,

¢ig siit peynirlerinin daha yiiksek sayida peptit icerdigi goriilmektedir. Isil islem
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uygulanmadig1 i¢in siitiin icerdigi dogal enzimler ve dogal mikrobiyotanin enzimatik
faaliyetleri bagli olarak bu peynirlerde 1s1l islem uygulanmis siitlerden {iretilen peynirlere
kiyasla cesitlilik ve sayr bakimindan daha fazla peptit bulunmasi muhtemeldir. Oztiirk
(2015) keci ve inek Tulum peynirlerinin RP-HPLC peptit profillerini inceledigi
caligmasinda, depolamanin 90. giiniine kadar ke¢i Tulum peynirinin inek peynirinden daha
yiiksek peptit piki sayisina sahip oldugunu, 120 giinliikk depolama sonucunda her iki peynirin
de benzer miktarda peptit icerdigini bulmustur. Ayni calismada keci siitiinden iiretilen
peynirde daha yiiksek sayida peptit piki bulundugunu bunun ke¢i peynirinde daha fazla
proteolitik enzim bulunmasi kaynakli olabilecegini bildirmistir. Ayrica siitten gelen
mikrofloranin ve olgunlagma siiresince gelisen mikrofloranin inek siitiinden {iretilen
peynirlere kiyasla daha gesitli ve aktif olmasinin kegi peynirinin daha yiiksek sayida peptit

piki icermesiyle iligkilendirilebilecegini belirtmistir.

4.6. Mikrobiyolojik Analiz Sonug¢lar:

Peynir tiretiminde kullanilan siit gruplarinin mikroorganizma sayilart Tablo 7'de,
peynirlerde depolama siiresince belirlenen mikroorganizma sayilari Tablo 8’de sunulmustur.
Tablo 8'de belirtildigi lizere koliformlar disindaki tiim mikroorganizma gruplar1 90 giinliik
depolama siiresince peynirlerdeki varligini siirdiirmiistiir. Tiim peynirlerde laktokok ve
laktobasiller kantitatif olarak baskin gruplar olarak belirlenmistir. RS ve HS grubu kegi
siitlerinde pihtilagsma baslangicinda 8,14 ve 8,20 log kob/mL laktobasil ve 7,52 ve 8,03 log
kob/mL laktokok belirlenmistir (Tablo 7). RS ve HS peynirleri, peynir siitiine ilave edilen
starter bakterilerin etkisiyle depolamanin ilk giiniinde, beklendigi gibi, diger peynirlere
kiyasla daha yiiksek laktokok, laktobasil ve TMAB sayilarina sahiptir. Peynirlerin depolama
siiresince, HF1 peynirleri disindaki peynirlerde laktokok sayilari azalmis ozellikle HS
peynirlerinde 6nemli azalmalar oldugu belirlenmistir (P <0,01) (Tablo 8). Pappa vd. (2022a)
termofilik ve mezofilik starter kiiltiirler kullanarak pastdrize siitten (65 °C 30 dk) tirettikleri
taze yumusak keci peynirlerinde depolama baslangicinda 6,7 log kob/g laktobasil ve 7,7 log
kob/g laktokok belirlemisler ve 60 giinliik depolama ile sayilarin her iki bakteri grubu igin
4,9 ve 5,8 log kob/g seviyelerine azaldigini rapor etmislerdir. Depolamanin 1. giiniinde
peynirlerde belirlenen laktik asit bakteri gruplarimin sayilar1 taze yumusak keci
peynirlerinden daha yiiksek bulunmus ve depolama siiresince benzer azalma egilimi

gozlenmistir. Starter kiiltiir ilave edilmeden iiretilen Nicastrese keci peynirlerinde telemeden
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60 giinliik peynir depolama siirecine kadar yapilan mikrobiyal analiz sonug¢larinda benzer
azalma oldugu belirlenmistir (Pino vd., 2018). Cig siitten iiretilen keg¢i peynirin
olgunlastirildig1 bir ¢aligmada depolama siiresince peynirlerin mikroorganizma sayilarinda,
bu tez calismasindakine benzer sekilde, degisimlerin oldugu rapor edilmistir (Dalzini vd.,
2014). Depolamanin baslangicindan itibaren starter kiiltiirler tarafindan kontrollii
fermantasyon ve hizli asit iiretimi, HS peynirlerinde laktokoklarin ve laktobasillerin varligini
baskilamis olabilir. Ancak ¢ig siit peynirlerinde LAB’ye ek olarak, c¢ig siitiin dogal
mikroflorasinda bulunan ve peynirlerde nispeten daha yavas gelisen NSLAB varligin1 daha
uzun siire devam ettirebilmektedir. Cig siit peynirlerinde peynirlerde NSLAB’nin laktoz
disindaki enerji kaynaklarim1 kullanarak biiyliyebilmesi ve gelisimi engelleyici ¢evresel
faktorlere daha direngli olmasi sayesinde daha yavas geliserek olgunlastirilmis peynirin
baskin mikroflorasi haline gelebilmektedir (Gatti vd., 2014). Peynirlerde belirlenen
mikroorganizma sayilar1 peynirlerin pH ve LA bulgulariyla (Tablo 3 ve 4) da uyumludur;
¢ig siit peynirlerinin pH sonuglarinda olgunlagsma sirasinda 6nemli degisimler olurken HS
peynirlerindeki degisimler istatistiksel agidan &nemli bulunmamustir. Ote yandan, RF, RS ve
HS peynirlerinde TMAB sayimlarinin diisme egilimi oksijen eksikliginden kaynaklaniyor
olabilir. Pappa vd. (2022b) ¢ig veya pastorize keci siitii kullanarak, starter kiiltiirler
kullanmadan {irettikleri geleneksel sert Xinotyri peynirinde, siit pastdrizasyonundan
bagimsiz olarak taze peynirlerde belirlenen TMAB sayilarmin (> 8,58 log kob/g)
olgunlagsmanin 45. giiniinde azaldiginm1 (> 7,84 log kob/g) rapor etmislerdir.

Tablo 7

Peynir tiretiminde kullanilan siit gruplarinin mikroorganizma sayilari

Siit grubu (Ortalama+S.H)
Mikroorganizma grubu

RF Siitii RS Siitii HF Siiti HS Siiti
TMAB 5,85+0,15 7,48+0,02 2,96+0,04 7,69+0,02
Laktobasil 6,58+0,01 8,14+0,01 3,96+0,01 8,20+0,01
Laktokok 5,92+0,03 7,52+0,02 3,19+0,15 8,03+0,01

Koliform 5,96+0,03 5,70+0,05 - -

Maya ve kiif 2,64+0,04 2,86+0,14 - -

Sonuglar log kob/mL olarak sunulmustur. R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir
ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli, kodlar peynir yapiminda kullanilan tiretim faktoriini

gosterir. TMAB, toplam mezofilik aerobik bakteri; S.H, standart hata.
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Tablo 8

Peynirlerde depolama siiresince belirlenen mikroorganizma sayilari

MikroorganizmaG“ Peynir (Ortalama+S.H)
un
grubu RF1 RF2 RS1 RS2 HF1 HF2 HS1 HS2

1 8,81+0,23* 8,89+0,09410,75+0,03410,88+0,117,35+0,1348 7,65+0,32 10,34+0,854 9,52+0,29%
30 8,12+0,02488,18+0,085 9,14+0,158 9,22+0,258 7,04+0,04% 6,76+0,47 7,61+0,118 8,46+0,194B
TMAB 60 8,56:+0,30488,17+0,08" 8,20+0,03¢ 8,92+0,17% 6,05+0,12€ 6,71+0,40 6,87+0,295 8,84+0,28"5
90 7,88+0,068 7,940,108 7,6640,05° 7,67+0,03¢ 7,50+0,07* 7,53+0,03 4,45+0,10C 4,24+0,06¢

P 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,158 0,000 0,000

1 9,03+0,024 9,01+0,06% 9,85+0,024 9,85+0,03* 6,55+0,028 8,48+0,20 9,97+0,08* 10,66+0,20*

30 8,97+0,04* 8,92+0,03” 9,31+0,058 9,55+0,034 6,24+0,278 8,04+0,42 5,11+0,268 7,36+0,148
Laktobasil

60 8,58+0,078 8,57+0,04 8,75+0,17¢ 8,49+0,03B 6,71+0,118 7,80+0,46 4,80+0,138 6,74+0,288

90 8,73+0,06° 8,35+0,498 8,41+0,03¢ 8,42+0,018 8,38+0,06* 8,32+0,02 4,60+0,058 4,20+0,16¢

P 0,002 0,006 0,000 0,000 0,000 0,496 0,000 0,000

1 9,10+0,02489,18+0,10410,00£0,05410,06+0,124 7,73+0,045  8,56+0,23 10,92+0,59* 10,68+0,224
30 9,18+0,0349,19+0,03* 9,8240,174 10,16+0,334 6,85+0,16° 8,01+0,46 9,00+0,20 9,71+0,288
Laktokok 60 8,83+0,07" 8,640,048 8,76+0,138 9,43+0,18" 6,72+0,16° 7,9440,53 6,71+0,578 7,71+0,11¢
90 7,81+0,11€ 7,70+0,03€ 8,30+0,02¢ 8,37+0,058 8,27+0,07* 7,78+0,01 5,64+0,458 4,99+0,05°

P 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,497 0,000 0,000

1 7,91+0,054 8,39+0,13% 6,85+0,024 6,84+0,4* 5,54+0,31* 5,57+0,46" 1,17+0,68* 0,65+0,40

30 7,03+0,038 7,02+0,03B 4,40+0,058 4,50+0,03B 2,81+0,04" 3,34+0,6148 0,25+0,25% 0,33+0,33
Koliform

60 6,30+0,02€ 6,66+0,075 3,80+0,108 3,75+0,248 2,59+0,268 2,53+0,258 - -

90 5,5140,04P 4,87+0,19€ 0,69+0,40C 1,21+0,47¢ 1,48+0,51% 1,93+0,75B - -

P 0,000 0,000 0,000 0,000 0,005 0,003 0,002 0,269

1 3,03+0,08* 2,960,054 2,86+0,038 2,75+0,018 2,45+0,06¢ 1,25+0,958 2,90+£0,018 1,08+0,62¢

30 2,88+0,0742,95+0,05* 3,26+0,285 2,76+0,04% 2,99+0,138 1,68+0,128 2,90+0,378 1,85+0,20¢B
Maya ve Kiif

60 2,69+0,02482,71+0,0483,51+0,1448 3,02+0,108 3,85+0,08" 2,58+0,094 4,23+0,04* 3,17+0,224B

90 2,46+0,148 2,37+0,02€ 3,98+0,12* 4,65+0,06" 3,80+0,04* 2,52+0,10% 4,15+£0,044 4,25+0,014

P 0,003 0,000 0,004 0,000 0,000 0,009 0,000 0,000

Sonuglar log kob/g olarak sunulmustur. AP Her bir ozellik i¢in depolama siiresince
belirlenen 6nemli istatistiksel farkliliklar ayni siitunda farkli biiyilik harflerle gosterilmistir
(P <0,01). R, ¢ig siit; H, 1s1] islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir
ilaveli; 1, bitki kaynakli enzim ile pihtilagtirilmig; 2, hayvansal rennet ile pihtilastiriimas,
kodlar peynir yapiminda kullanilan {iretim faktoriinii gosterir. TMAB, toplam mezofilik

aerobik bakteri; S.H, standart hata.
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Isil islem uygulanip starter kiiltlir ilave edilmemesine ragmen, HF peynirlerinde
LAB'iin varlig1 ve nispeten yiiksek sayilar1 beklenmedik bir durumdur. Pihtilasma oncesi
stitlerde belirlenen mikrobiyolojik analiz sonuglari, HF peynir siitinde LAB varligini
gostermis olup, bu siit grubunda laktokok ve laktobasil sayilar1 3,96 ve 3,19 log kob/mL
olarak belirlenmistir (Tablo 7). HF ve HS peynir siitiinde koliform bakteri, maya ve kiif
bulunmamasina ragmen TMAB ve LAB'nin varlig1 1s1l islemin etkinliginden ¢ok iki nedene
baglt olabilir. Bunlar, iiretimin starter kiiltiir ilavesi veya tekne siitiiniin asitlendirmesi
asamalarinda HS siitiinden HF siitiine starter kontaminasyonu olmasi veya 1s1l isleme ragmen
¢ig keci siitiinlin mikroflorasinda bulunan 1stya dayaniklt LAB’nin varligini devam ettirmesi
olabilir. TMAB ve LAB’nin (laktokoklar ve laktobasiller) sayilari, HF peynirlerinde
depolama sirasinda degisen egilimlerde artis veya azalis gostermis, HF1'de belirlenen

degisiklikler istatistiksel agidan énemli bulunmustur (P < 0,01) (Tablo 8).

Cig siitten tiretilen kegi peynirlerinde nispeten yiiksek sayida koliform bakteri sayisi
belirlenmistir. Cig siit peynirlerinde depolamanin ilk giiniinde koliform sayilar1 6,85-8,39
log kob/g arasinda degismektedir (Tablo 8). RF ve RS peynirlerindeki koliform bakterilerin
ana kaynagi ¢ig siittiir. Koliform bakteri sayis1t RF ve RS peynir siitlerinde sirasiyla 5,96 ve
5,70 kob/mL olarak belirlenmistir (Tablo 7). Etkili 1s1l islem uygulamasina bagl olarak HF
ve HS peynir siitlerinde koliform bakteri bulunmamasina ragmen, peynirlerde (1. giin)
koliform varligi, peynir yapimi sirasinda ekipman ve g¢evre veya ambalaj malzemesi
kaynakli kontaminasyon sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Isil islem uygulanmais siitlerden
iiretilen peynirlerde depolama siiresince koliform bakteri sayist onemli dl¢iide azalmistir (P
< 0,01). HS1 ve HS2 peynirlerinde 60 ve 90. giinlerde koliform bakteri bulunmazken, RS
peynirlerinde starter kiiltiir aktivitesinden dolay1 koliform bakteri sayisinda dnemli oranda
azalma meydana gelmistir. Cacioricotta peyniri (Faccia vd., 2012) ve ¢ig siitten tiretilen kegi

peynirtleri (Oner ve Saridag, 2019) icin benzer koliform sayilar1 bildirilmistir.

Peynirlerde maya ve kiif sayilar1 1,08-4,65 log kob/g arasinda degismektedir (Tablo
8). Maya ve kiif sayisi, tim peynirlerde depolama siiresince dnemli dl¢iide degismistir (P <
0,01). Kajak-Siemaszko vd. (2022) iirettikleri taze asit-rennet keci peynirlerinde 3,68 log
kob/g maya ve kiif belirlemis, RS, HF ve HS peynirlerinde oldugu gibi depolama ile maya
ve kiif sayisinin arttigini rapor etmistir. Pappa vd. (2022b) Xinotyri peynirinde ¢ig veya

pastorize kegci siitli kullanimi fark etmeksizin taze peynirlerde belirlenen maya ve kiif

75



sayisinin (3,59 log kob/g) depolama siiresince arttigini, 60 giiniin sonunda peynirlerin maya
ve kiif sayisinin 5,86 log kob/g seviyesine yiikseldigini rapor etmiglerdir. Mayalar ve kiifler,
bir¢cok peynir ¢esidi i¢in dogal olmayan dis kaynakli bulasanlardir. Depolama sirasinda
mayalarin stirekli varligi, laktik asidi kullanmalar ile aerobik ve asit toleransh olmalariyla
iligkilendirilmistir (Fox ve Cogan, 2004). Kegi siitlinden yapilan Bouhezza peynirinde
olgunlagsma sirasinda artan bir egilim ile nispeten daha yiiksek maya ve kiif sayilari
bildirilmis ve bu durum uygun asidik kosullar (diisiik pH ve yiiksek asitlik) ve mayalar i¢in
uygun tuz igerigi ile iliskilendirilmistir (Medjoud;j vd., 2018).

4.7. Duyusal Degerlendirme Sonuclari

Peynirlerin duyusal degerlendirmesinde her depolama giinii i¢in diizenlenen ayri
panellerde siit pihtilastirmada kullanilan bitkisel ve hayvansal kaynakli pihtilastiricinin
faktor olarak kabul edildigi eslenmis tercih testi gerceklestirilmistir. Buna gore bitkisel ve
hayvansal enzim kullanilarak {iretilen eslenmis 6rneklerde goriiniis/renk, yapi/tekstiir ve
tat/lezzet 6zellikleri degerlendirilmistir. Peynirlerde depolama siiresince belirlenen duyusal
degerlendirme skorlar1 Tablo 9°da sunulmustur. Peynir duyusal 6zellikleri lizerine 1s1l islem,
starter kiiltlir ve pihtilastirict enzim proses faktdrlerinden 1s1l islem uygulamasi ve starter
kiiltiir ilavesinin interaksiyonu 6nemli bulunmus (P < 0,01) (Tablo 10), bitkisel veya
hayvansal kaynakli pihtilagtirict enzim kullanimi peynirlerin duyusal 6zelliklerini énemli
derecede etkilememistir (P > 0,01) (Tablo 9). Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir
ilavesinin etki ettigi peynir gruplarinin duyusal degerlendirme sonuglari Tablo 10’da
sunulmustur. Cig siit peynirlerinin goriiniis/renk ve yapi/tekstiir skorlar1 depolama boyunca
artmistir (P < 0,01) (Tablo 9). Mezofilik, termofilik starter kiiltlir katkili veya starter kiiltiir
ilave edilmeden {iretilen Saanen kegi siitli peynirlerinin goriiniim ve tekstiir 6zellikleri
acisindan bu caligmayla benzer egilimler gosterdigi belirlenmistir (Hayaloglu vd., 2013).
Cig keci siitii peynirlerinin tat/lezzet puanlar1 depolama ile artmis ancak bu 6zellik HF1 ve
HF2 peynirlerinde depolama ile azalmistir. 9 puanlik skala {izerinden tat/lezzet skoru en
yiiksek 8,08 (RF2) ve en diisiik 2,75 (HF1) olarak belirlenmistir (Tablo 9). Depolama siiresi
HS1 ve HS2 peynirlerinin duyusal 6zelliklerini 6nemli derecede etkilememistir (P > 0,01)
(Tablo 9). Miloradovig vd. (2017), 1s1l islem gdérmiis ve starter kiiltiir ilaveli kegi siitiinden
iiretilmis peynirleri inceledikleri c¢aligmada goriiniim skorlar1 haric benzer sonuglar

bildirmislerdir.

76



Tablo 9

Peynirlerin depolama siiresince belirlenen duyusal degerlendirme sonuglari

Sellik - Peynir (Ortalama+S.H) P
zell un
RF1 RE2 RS1 RS2 HF1 HF2 HS1 HS2
1 7,3340,14¢ 7,4240,158 6,33+0,14" 6,33+0,14" 7,924+0,08 7,924+0,08 6,42+0,19  5,92+0,31 0,389
S 30 7,67+0,14%€  7,58+0,15%  7,58+0,15%  7,67+0,14%  7,75%0,13  7,50£0,19  6,42+0,19  6,25+0,22 0,853
orunus/Ren
60 7,92+0,0848 7,83+0,1148 7,33+0,19%  7,25+0,18* 7,58+0,19 7,50£0,19 6,67£0,26  6,50+0,26 0,781
90 8,42+0,194 8,25+0,184 7,75+0,13%  7,75+0,134 7,58+0,15 7,50£0,15 6,50+0,19  6,42+0,19 0,725
P 0,002 0,001 0,005 0,005 0,426 0,127 0,054 0,078
1 6,92+0,298 7,00+£0,214 5,92+0,318 5,67+0,548 6,17+0,34 6,50+0,31 5,2540,28  5,5040,23 0,859
Vapy/Teksti 30 7,50+0,1948 7,58+0,1948 7,17+0,34%  7,42+0,314 5,83+0,34 5,67+0,36 5,75£0,30  6,00+0,17 0,919
ap1/ T'ekstur
60 7,33+0,2248 7,25+0,1848 7,17+0,32%  7,25+0,304 5,83+0,21 5,58+0,19 6,17+0,21 6,254+0,28 0,762
90 7,83+0,18% 7,92+0,154 7,07+0,19%  7,17+0,274 5,50+0,36 5,58+0,34 5,92+0,15  6,17+0,11 0,805
P 0,008 0,006 0,000 0,000 0,325 0,375 0,761 0,853
1 7,00+0,285 7,00+0,255 5,17+0,328 5,67+0,338 5,9240,40*  6,50+0,16%  5,83+0,34  5,83+0,27 0,503
TatL 30 7,17+0,2748 7,17+0,218 7,5840,29%  7,75+0,18*  4,33+0,228 4,67+0,28"8 6,50£0,23  6,67+0,22 0,172
at/Lezzet
60 7,58+0,1948 7,42+0,1948 7,42+0,15%  7,67+0,14*  2,75+0,13¢ 3,00£0,21¢  6,58+0,26  6,50+0,19 0,884
90 8,00+0,214 8,08+0,234 7,330,194 7,75+0,25%  3,17+0,37¢ 3,0840,42¢  6,58+0,40  6,67+0,28 0,998
P 0,001 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,076 0,188

A-CHer bir 6zellik i¢in depolama siiresince belirlenen onemli istatistiksel farkliliklar ayni siitunda farkh biiyiik harflerle gosterilmistir (P <0,01).
R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki kaynakli enzim ile pihtilagtirilmig; 2, hayvansal

rennet ile pthtilagtirilmis, kodlar peynir yapiminda kullanilan tiretim faktoriinii gosterir. S.H, standart hata.
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Tablo 10

Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin etki ettii peynir gruplarinin duyusal

degerlendirme sonuglari

Peynir grubu (Ortalama+S.H)

Ozellik Glin P
RF RS HF HS

1 7,38+0,10 6,33+0,10° 7,92+0,06* 6,17+0,19° 0,004
30 7,87+0,07*  7,63+0,10° 7,63+0,12* 6,33+0,14° 0,000

Goriintis/Renk
60  7,62+0,10*° 7,29+0,13* 7,42+0,17*° 6,58+0,18° 0,009
90 8,33+0,13* 7,75+0,09° 7,54+0,10°> 6,46+0,13¢ 0,007
1 7,08+0,18  5,79+0,31 6,33+0,23  5,38+0,18 0,477
30 7,29+0,14  7,29+0,23  5,75+0,24  5,88+0,17 0,760

Yapt/Tekstiir
60  7,42+0,13 7,21+0,22 6,17+£0,26  5,92+0,20 0,920
90  7,96+0,13* 7,13+0,16° 5,54+0,24° 6,04+0,09¢ 0,000
1 6,67+0,25 5,42+0,19 6,21+0,23  5,83+0,19 0,047
30 7,50+0,22*  7,68+0,17*° 4,50+0,18° 6,58+0,16° 0,000

Tat/Lezzet

60 7,38+0,16* 7,54+0,10° 2,88+0,13° 6,42+0,17° 0,000
90  7,96+0,15* 7,54+0,16* 3,130,227 6,63+0,24° 0,000

a¢Her bir 6zellik i¢in peynir gruplari arasinda belirlenen 6nemli istatistiksel farkliliklar ayni
satirda farkl kiigiik harflerle gosterilmistir (P < 0,01). R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gérmiis siit;
F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli, kodlar peynir yapiminda kullanilan iretim

faktorlinii gosterir. S.H, standart hata.

Uretiminde kullanilan pihtilagtirict enzim etkisinden bagimsiz olarak 1sil islem
uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin etki ettigi peynir gruplarinin duyusal degerlendirme
sonuglarina gore peynirler arasindaki en belirgin farklar panelistler tarafindan tat/lezzet
ozelliklerinde belirlenmistir. Cig siit peynirleri yiiksek tat/lezzet skorlar1 alirken HS
peynirleri ortalama puanlar almis, HF peynirleri ise diisiik tat/lezzet puanlar1 almiglardir.
Depolamanin 1. giiniinde peynirler arasindaki tat/lezzet skoru farklari dGnemli bulunmamaistir
(P > 0,01) (Tablo 9). Montel vd. (2014), ¢ig siitlerin ¢esitli ve zengin bir mikrobiyota
iceriginden dolay1 ¢ig siitten iiretilen peynirlerin islenmis peynirlere gore daha yogun ve
zengin lezzete sahip oldugunu bildirmiglerdir. RF peynirlerinin en yiiksek goriiniis/renk
(7,96) ve yapi/tekstiir (7,96) puanlarina sahip olurken, HS peynirleri en diisiik goriiniis/renk

(6,17) ve genel olarak 1s1l islem uygulanmis siitten iiretilen peynirlerin diisiik yapi/tekstiir
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puanlaria sahip oldugu belirlenmistir. Depolamanin tiim giinlerinde goriiniis/renk skorlari
ile sadece depolamanin 90. giiniinde yapi/tekstiir 6zelligi bakimindan peynirler arasindaki
farklar 6nemli bulunmustur (P < 0,01) (Tablo 10). Duyusal degerlendirmede panelistler 1s1l
islem uygulanmus siit peynirlerinin ¢ig siit peynirlerine gore daha kirilgan yapida oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica degerlendirilen peynir kiiplerinin renk olarak benzer oldugu ancak
¢ig siit peynirlerinin daha piiriizsliz bir yilizeye sahip oldugu belirtilmistir. Isil islem
nedeniyle peynir yapisinda kalan denatiire serum proteinleri, HF ve HS peynirlerinin yap1

skorlarinin daha diisiik olmasina neden olmus olabilir.

Bazi panelistler 90 giin depolanmis peynirlerin duyusal degerlendirmesinde HS
peynirlerinde eser miktarda aci tat oldugunu belirtirken, tiim panelistler 60 ve 90 giin
depolanmis HF peynirlerinde daha belirgin ac1 tat tespit etmislerdir . HF peynirleri depolama
sirasinda azalan tat/lezzet puanlarina sahip ve peynirler arasinda acilik nedeniyle tat/lezzet
skorlart en diisiik olan peynirlerdir. HF grubunun, peynirler arasinda en diisiik tat/lezzet
skorlar1 panelistlerin bu peynirleri ac1 bulmasindan kaynaklanmis olabilir. Peynirdeki acilik
cogunlukla hidrofobik peptitlerden kaynaklanmakta olup ve genellikle bir kusur olarak kabul
edilmektedir, ancak aci1 tat olgun peynirlerin arzu edilen lezzetine katkida da
bulunabilmektedir (Tejeda vd., 2006). Termal olarak indiiklenmis peyniralti suyu proteini-
kazein komplekslerinden salinan kimozin ve plazmin kaynakli hidrofobik peptitlerin hos
olmayan ac1 bir tada neden olabilecegi (Barac vd., 2016), HF1 peynirlerinde daha diisiik
seviyede proteoliz belirlenmesine ragmen, depolamanin 60 ve 90. giinlerinde belirlenen ac1
tadin bununla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. HF peynirlerinin RP-HPLC peptit
profillerinde diger peynirlerden farkli olarak biiyiik hidrofobik peptit piklerini i¢ermesi
(Sekil 8, 9, 10 ve 11), duyusal degerlendirmede bu peynirlerde belirlenen aci tat ile
iligkilendirilebilir. HF grubundaki ugucu bilesenlerin nispeten diisiik orani da tatmin edici
olmayan puanlarla iligkilendirilebilir. HF peynirlerindeki aciliktan farkli olarak, HS
peynirlerindeki iz acilik, starter kiiltiirlin etkisiyle peyniralti suyu-kazein komplekslerinin
proteolizi sonucu kiigiik peptitlerin agiga c¢ikmasindan kaynaklanabilir. Yapilan
aragtirmalara gore, simbiyotik keci peynirlerinde artan aci tat, oktanoik ve dekanoik asitlerin
artan miktarlarindan kaynaklanirken (Kinik vd., 2017), uzun zincirli serbest yag asitlerinin
ise Ispanyol keci peynirinde istenmeyen ac1 bir tat olusmasina neden oldugu bildirilmistir
(Poveda ve Cabezas, 2006). Daha once yapilan bir ¢alismada, 1sil islem gormiis keci

siitlinden iiretilen ke¢i peynirlerinin lezzet ve oral tekstiir 6zelliklerinde 6nemli degisiklikler
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belirlenmis ve beklentilerin aksine olgunlastirilmis ve 1s1l islem gdérmiis siit peynirlerinin
tim duyusal 6zellikler i¢in tatmin edici puanlar elde ettigi bulunmustur (Miloradovic vd.,
2017). Destek kiiltiir kullanilarak iiretilen yagi azaltilmis kegi peynirinde aci tat
bildirilmemistir; ayrica depolama siiresinin yapi/tekstiir ve lezzeti etkilemedigi bildirilmistir
(Zaravela vd., 2021). Bu tez ¢aligmasinda elde edilen bulgularin aksine Tejada vd. (2006)
bitkisel ve hayvansal pihtilastirici kullanarak tirettikleri Murcia al Vino peynirleri arasinda
duyusal oOzellikler bakimindan farkliliklar oldugunu, aci tadin bu peynir ¢esidi igin
karakteristik oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica Benheddi ve Hellal (2019) kegi siitiiniin C.
cardunculus kurutulmus ciceklerinden elde edilen ekstraktla pihtilagtirilmasiyla iretilen
geleneksel taze Cezayir peynirlerinin {iretiminde farkli mikroorganizmalar1 igeren starter

kiiltiir kullaniminin peynirlerin aci tat skorlarini etkiledigini belirtmislerdir.

Duyusal degerlendirmede ayrica ayni 1s1l islem uygulamasi ve starter kiiltiir igerigine
sahip sadece farkli pihtilagtirict enzim kullanilarak iiretilmis iki peynir eslenerek
panelistlerden tercihlerini belirtmeleri istenmistir. Eslestirilmis bitkisel ve hayvansal enzim

ile pthtilagtirilmis kegi siitii peynirlerinin tercih testi sonuglart Sekil 12'de sunulmustur.

RF RS HF HS

80% 80% 80% 80%
70% 70% 70% 70%
60% 60% 60% 60%
50% 50% 50% 50%
40% 40% 40% 40%
30% 30% 30% 30%
20% 20% 20% 20%
10% 10% 10% 10%
0% 0% 0% 0%

1. 30. 60. 90. 1. 30. 60. 90. 1. 30. 60. 90. 1. 30. 60. 90.

Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin

uRF1 =RF2 mRS1 = RS2 mHF1 = HF2 mHS1 = HS2

Sekil 12. Eslenmis tercih testi sonuglart™

*R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki
kaynakli enzim ile pihtilastirilmig; 2, hayvansal rennet ile pihtilagtirilmis, kodlar peynir

yapiminda kullanilan iiretim faktoriinii gosterir.
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Panelistlerin % 75'i 1. depolama giiniinde RF2 peynirini tercih ederken, ilerleyen
depolama giinlerinde RF peynirleri arasindaki tercih oranlar1 birbirine yaklasmistir (Sekil
12). RS2 peynirleri, depolamanin tiim giinlerinde RS1'e tercih edilmistir. Depolamanin ilk
giiniinde HF1 ve HF2 peynirleri esit tercih oranda tercih edilmis, depolamanin ilerleyen
giinlerinde tercih oran1 HF2 peynirleri lehine degismistir. Peynirler arasinda tercih oranlar

bakimindan en yakin degerler HS grubu peynirlerde belirlenmistir (Sekil 12).

4.8. Ucucu Bilesen Sonuclari

Kegi peynirlerinde depolamanin 1 ve 90. giinlerinde ugucu bilesenler SPME/GC-MS
teknigi kullanilarak belirlenmistir. GC-MS analizi sonucunda belirlenen ugucu bilesenler
Tablo 11°de sunulmustur. Peynir 6rneklerinde tanimlanan bilesikler asitler (8), alkoller (6),
esterler (5), ketonlar (2), aldehitler (2), terpen (1) ve digerleri (3) olmak iizere 7 gruba

ayrimstir.

Peynir 6rneklerinde en yiiksek konsantrasyonlarda bulunan ugucu bilesenlerin asitler
oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore ucucu bileseler agisindan 1s1l islem
uygulamas1 ve starter kiiltlir ilave edilme durumlarina gore peynirler arasinda 6nemli
farkliliklar gézlenmistir. 1 ve 90 giin depolanmis peynirlerde biitirik, asetik, hekzanoik, 2-
metil hekzanoik, oktanoik ve dekanoik asitler yliksek miktarlarda bulunmustur. Bu asitlerin
geleneksel kegi peynirlerinin 6nemli lezzet bilesenleri oldugu belirlenmistir (Say, 2022). Cig
siit peynirlerinde organik asit i¢erigi depolama sirasinda artma egilimi géstermistir. 4 karbon
atomundan olusan diiz zincirli karboksilik asitlerin olusumu i¢in lipolizin énemli bir yol
oldugu, ayrica, daha kisa karboksilik asitlerin de oksidasyon yoluyla ketonlara, esterlere ve
aldehitlere doniisebildigi bilinmektedir (Delgado vd., 2010). Lipolitik aktiviteye sahip
enzimler (esteraz ve lipaz), biitirik, hekzanoik, heptanoik, oktanoik ve dekanoik asitler gibi
dogrusal zincirli asitlerin salinmasina yol acabilir (Delgado vd., 2010). Bir giin depolanan
peynirlerde biitirik asit konsantrasyonu 117,36 ile 6612,92 ng/100 g arasinda degistigi
belirlenmistir (Tablo 11). Isil islem uygulanan peynirlerde biitirik asit miktar1 daha diislik
bulunmugtur. Bunlardan HF1 ve HF2 peynirlerinin sirasiyla 117,36 ve 209,09 pg/100 g
biitirik aside sahip oldugu belirlenmistir. Isil islem uygulanan siitten iiretilen peynirler, ¢ig
stit peynirlerinden daha diisiik serbest yag asitlerine sahiptir. Bunun nedeninin lipoprotein

lipazin inhibisyonu olabilecegi diisiiniilmektedir (Grappin ve Beuvier, 1997). Ote yandan
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tim peynir gruplarmin biitirik asit icerikleri 6zellikle ¢ig siit peynirlerinde 90 giinliik
depolama ile artig gostermistir. Cig siit peynirlerinin biitirik asit igeriklerindeki bu artis,
starter kiiltlirden farkli olarak, lipolitik aktivitelerinden dolayr peynirde serbest yag
asitlerinin olusumunu destekleyebilen NSLAB'in ¢ig siitteki varligiyla iliskili olabilir (Jia
vd., 2021). Biitirik aside benzer bir artis egilimi serbest yag asidi katabolizmasi, laktoz ve
sitrik asit metabolizmasi ile sentezlenebilen asetik asitte de gézlenmektedir (Li vd., 2020).
Hekzanoik asit cogunlukla hafif eksimsi peynir benzeri bir kokuya veya ke¢i aromasina
sahip peynirlerde bulunmaktadir (Jia vd., 2021; Say, 2022). Cig siitten iiretilen peynirlerin
depolamanin 1. glinlinde hekzanoik asit konsantrasyonlarinin 6256,68 ile 13399,89 ng/100
g arasinda oldugu, 90 giinliik depolama sonunda peynirlerdeki bu miktarlarin arttigi
belirlenmistir. Buna karsilik 1s1l iglem gormiis siitten iiretilen peynirlerde hekzanoik asit
miktar1 90 giinliik depolama sonunda azalma egilimi gostermistir. Diger organik asitler gibi
zay1f meyve asidi kokusu ve eksi tad1 ile bilinen oktanoik asit de HF peynirlerinde nispeten
daha diisiik bulunmustur. Oktanoik asit, keci peynirine keskin ve eksi bir tat vermesiyle
bilinmektedir. Ayrica, oktanoik asit konsantrasyonu, RF peynirleri hari¢, 90 giinliik
depolama siiresince tiim peynirlerde azalmistir. Heptanoik asit sadece ¢ig siit peynirlerinde
tespit edilmistir. Genel olarak 1s1l islem gormiis ve starter kiiltiir ilave edilmeden {iretilen
keci peynirlerinde asitler diger gruplara gére daha az bulunmustur. Bulgulara gore, ¢ig siit
peynirlerinde starter kiiltiir ilave edilmemesine ragmen 90 giinliik depolama ile artan asit
icerigi, ¢ig siitte dogal olarak bulunan lipazlardan kaynaklanmis olabilir. Asetik ve
propiyonik asitlerin, 90 giinliik depolama sonuncunda konsantrasyonlarinda meydana gelen
degisimler sirasiyla LAB’nin ve propiyonik asit bakterilerinin gelisimiyle iligkili oldugu
icin, degisimlerinin mikrobiyal faaliyetler sonucu gerceklestigi sonucuna varilabilir (Ziino

vd., 2005).

Terpenler, hayvan beslenmesinde kullanilan yemlerden kaynaklanan diger 6nemli
aroma bilesikleridir. Ke¢i peynirlerinin limonen igeriklerinin 49,74 ile 653,53 nug/100 g
arasinda degerler aldigi bulunmustur. Tiim peynirlerde 90 giinliikk depolama sonunda

limonen konsantrasyonlar1 artmigtir (Tablo 11).
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Tablo 11

1 ve 90 giin depolanmis peynirlerde belirlenen ugucu bilesen miktarlari

Peynir (Ortalama+S.H)
Ugucu Bilesen RI Giin
RF1 RF2 RS1 RS2 HF1 HF2 HS1 HS2
L 1181 1 149,4+17,5 179,1£23,5 244,8+3,7  222,6£27,9 79,95+£5,2  49,74+1,8 138,7+8,2 234,6+17,1
imonen
90 205,3£79,9 362,5t71,3 624,0£137,0 653,5£70,5 190,6£10,0 219,7+60,6 251,9+7,4 589,8+61,8
1 1,95+0,10 1,71+0,10 - - - - - -
Etil hekzanoat 1217
90 11,38+2,54 20,70+1,92 27,93+2.30 15,11+2,71 1,54+0,44  0,52+0,09 0,30+0,06 1,56+0,14
S 1239 1 1,32+0,21 1,30+0,09 2,37+0,31 1,96+0,54  0,75+£0,04 0,50+0,06 1,56+0,25 2,32+0,01
tiren
90 0,92+0,11 1,114+0,16 8,16+0,58 5,48+0,45 - - 1,10+0,20 1,22+0,32
1 1,21+0,03  0,92+0,07 1,75+0,16 2,29+0,20 2,37+0,62  0,36+0,04 0,39+0,03 7,10+0,43
1,2,3,5-Tetrametil benzen 1249
90 1,53+0,05 3,54+0,52 5,93+0,50 1,95+0,27 1,02+0,05 1,28+0,20 0,91+0,18 2,00+0,17
A ) 173 1 527+1,09 3,77+0,14  10,44+0,79 10,29+0,54 1,80+0,42 1,97+0,11 6,14+£0,18 26,54+1,10
setoin
90 0,57+0,17 0,90+0,41 4,40+0,42 3,61+0,68 0,42+0,23  1,46+0,36 2,25+0,49 3,95+0,92
1 0,37+0,02 0,40+0,01 0,48+0,03 0,35+0,05 0,13+0,03 0,20+0,01 0,58+0,08 0,42+0,01
2-Nonanon 1367
90 - - - - - - - -
1 1,28+0,21 1,00+0,12 1,56+0,31 1,56+0,21  0,35+0,05 0,30+0,10 0,28+0,03 0,11+0,01
Nonanal 1372
90 - - - - - - - -
1 1,28+0,19 1,51+0,14 0,88+0,07 0,93+0,22 0,12+0,01 0,17+0,03 0,26+0,02 0,11+0,01
Etil oktanoat 1408
90 3,46+0,90 4,14+1,13 5,33+0,91 3,68+0,94 0,69+0,26 0,32+0,16 0,10+0,01 0,30+0,02
. 1 9,21+0,66  3,80+0,56 1,61+0,33 1,31+0,43 - - - -
Izobiitil 2-Metilbiitirat 1424 %
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Tablo 11’in devami (1)...

1 9,40+0,74 3,13+0,45 1,76+0,14 1,33+0,23 - - - -
2,6-Dimetil- 4-Heptanol 1451
90 - - 1,17+0,33 0,96+0,09 - - - -
1 2768+301 17024337 5926+806 3148+57 229421 636131 68544535 51424109
2-Metil hekzanoik asit 1745
90 4771+677 23264246 2695+333 5506+1047 134+33 437465 1421+£225 1333+52
1 0,60+0,02 0,57+0,05 0,73+0,01 0,72+0,13 0,59+0,09 0,45+0,04 0,43+0,03 2,13+0,54
2-Etil-1-Hekzanol 1461
90 0,44+0,06 0,78+0,28 1,18+0,14 0,76+0,01 0,54+0,13 0,35+0,10 0,48+0,09 0,73+0,08
1 1,21+0,02 0,65+0,14 1,07+0,22 1,21+0,08  0,35+0,10 0,15+0,04 0,28+0,05 0,35+0,10
Benzaldehit 1509
90 - - - - - - - -
1 0,48+0,02 0,39+0,03 0,14+0,02 0,36+0,06  0,19+0,05 0,53+0,06 0,27+0,06 0,42+0,16
1,3-Biitandiol 1521
90 2,84+1,35 6,96+1,63 - - 0,97+0,56  0,49+0,29 - -
1 0,40+0,08 0,34+0,04 0,45+0,03 0,43+0,07  0,32+0,05 0,30+0,04 0,30+0,03 2,59+1,34
1-Oktanol 1532
90 0,27+0,08 1,78+0,40 1,09+0,26 0,85+0,13 0,61+0,16 0,24+0,05 0,18+0,01 0,35+0,03
1 4,49+1,17 3,39+0,09 0,83+0,18 1,04+0,09  0,16+0,01 0,27+0,05 0,54+0,13 2,85+0,58
2,3-Biitandiol 1561
90 3,23+0,02 10,53+2,19 1,83+0,44 1,3740,18  2,51+1,22 1,58+0,06 0,96+0,04 1,27+0,02
1 0,34+0,01 0,22+0,05 0,59+0,05 0,62+0,02 - - - -
Etil dekanoat 1572
90 - - - 2,30+0,31 0,54+0,11 0,11+0,02 - -
1 1,18+0,04 1,21+0,08 0,62+0,06 0,54+0,13 0,09+0,01 0,05+0,01 - -
Etil nonanoat 1618
90 3,23+2,04 2,75+0,83 3,15+0,81 0,60+0,02 - - - -
1 0,62+0,09 0,35+0,06 0,12+0,01 0,11+0,01 - - - -
Fenetil alkol 1903
90 0,42+0,17 0,38+0,08 4,13+1,52 2,56+0,35  0,66+0,09 - 0,20+0,08 -

84



Tablo 11’in devami (2)...

1 0,75+0,15 0,50+0,09 0,63+0,06 1,08+0,11 0,51+0,10 0,36+0,05 0,34+0,08 0,97+0,11
Dimetil stulfon 1910
90 0,48+0,13 0,75+0,45 0,86+0,27 0,45+0,08  0,30+0,04 0,20+0,09 0,31+0,02 0,54+0,05
1 55374239 32554275 3781+226 2969+275 99+11 114+£20 44824488 6270+165
Asetik asit 1429
90 31704+£74 36692+3136  8480+574 8868+1100  623+100 1568+508 1853+81 19914322
1 - % - - _ _ _ _
Propiyonik asit 1512
90 170,2+25.4 170,4+25,8 - - - - - -
1 3983+188 1263+337 6613+£372 44204358 117+£28,5 209+5,2 2775+68  2685+45
Biitirik asit 1609
90 26862+2087 29957+5488 14280+3143 10116£573 51524985 1250+£166 24254595 34324113
1 8983+461 6257581  13400+£2594 10050+593 347+12,8 432427  6610+148 4391+257
Hekzanoik asit 1828
90 45998+2970 31324+6366 14338+2804 16740+1922 187+2,22 321485  3263+442 3465+98
1 199,85+0,42 142,9+33,9 285,6+3,3 197,2+16,4 - - - -
Heptanoik asit 1936
90 405+143 223,7+26,2  117,1£19,4  155,94+27.6 - - - -
1 4952+150 33324542 10089+980 6724+115 243+57 398+70  6937+£513 2617+129
Oktanoik asit 2043
90 11639+3445  7589+739 3499+507 4611+£247 69,1+8,7 132441 1215+143 1424438
1 3449+198 25444316 7630+886 4786+10 274+42 275451 4090+£113  1098+10
Dekanoik asit 2254
90 7290+2378 2530+440 1441+199 2184+154 422464  753+£10,3  542+55 759+68

Sonuglar ng/100 g peynir olarak sunulmustur. R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki

kaynakli enzim ile pihtilastirilmis; 2, hayvansal rennet ile pihtilagtirilmis, kodlar peynir yapiminda kullanilan tiretim faktoriini gosterir. -, tespit

edilemeyen deger; RI, HP-INNOWax kapiler kolonu i¢in C11-C23 n-alkan serisinden hesaplanan alikonma indisi; S.H, Standart hata.
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Asetoin, yumusak ve taze peynirlerin tipik aroma bilesiklerinden biri olup genellikle
tereyagims1 aromayla karakterize edilmektedir. Buna bagli olarak peynirlerin asetoin
iceriginin peynirlerde depolamanin 1. giinlinde daha yiiksek oldugu, 6zellikle starter kiiltiir
kullanilarak iiretilen RS ve HS peynirlerinin daha fazla asetoin igerdigi belirlenmistir.
Asetoin igerigi tiim drneklerde 90 giin depolama ile azalmistir. 2-nonanon ve nonanal sadece
1 giin depolanmis ke¢i peynirlerinde belirlenirken bu ugucu bilesenler 90 giin depolanmig

keci peynirlerinde tespit edilememistir.

Peynirlerde tanimlanan esterler; etil oktanoat, etil hekzanoat, izobiitil 2-metilbutirat,
etil dekanoat ve etil nonanoattir (Tablo 11). Cig siitten iiretilen peynirlerde etil oktanoat
konsantrasyonu depolama ile artarken, 1s1l islem uygulanan siitten iiretilmis peynir grubunun
nispeten sabit bir etil oktanoat konsantrasyonuna sahip oldugu bulunmustur. Isil islem
uygulanan siitten {retilen peynirlerde izobiitil 2-metilbiitirat ve etil dekanoat tespit
edilmemistir. Etil hekzanoat sadece 1 giin depolanmis RF peynirlerinde tespit edilmistir. 90
giinliik depolamanin ardindan tiim 6rneklerde etil hekzanoat tespit edilirken RS1 peynirinde
nispeten daha yiiksek miktarda bulunmustur. Bulgulara benzer sekilde, ¢ig kegi siitii
peynirlerinde 90 giinliik depolama siiresi boyunca esterlerde kademeli bir artis gozlendigi
rapor edilmistir (Delgado vd., 2011b). 90 giin depolanmis peynirlerde daha yiiksek ester
konsantrasyonu belirlenirken, depolamanin ilk giiniinde ester miktarlarinin ¢ok diisiik
seviyelerde oldugu tespit edilmistir. RF1 ve RF2 peynirlerinin sirastyla 1,95 ve 1,71 pg/100
g olarak etil hekzanoat konsantrasyonuna sahip oldugu, 90 giinlik depolama sonunda

konsantrasyonlarinin 11,38 ve 20,70 pg/100 g seviyesine ulastig1 belirlenmistir.

Keci peynirlerinde belirlenen alkoller; 2,6-dimetil-4-heptanol, 2-etil-1-hekzanol,
1,3-biitandiol, 1-oktanol, 2,3-biitandiol ve fenetil alkoldiir (Tablo 11). RF peynirlerde fenetil
alkol 0,62 ve 0,352 ng/100 g konsantrasyonda bulunurken, 1s1l islem goérmiis peynirlerde
belirleme limitlerinin altinda kalmistir. Fenetil alkol, fenilalanin yoluyla mayalar tarafindan
iiretilen giiliin hos aromasiyla bilinmektedir (Curioni ve Bosset, 2002). 2,6-dimetil-4-
heptanol depolamanin baslangicinda ¢ig siitten elde edilen peynirlerde bulunurken, 1s1l islem
gormiis siitten iiretilen peynirde tespit edilmemistir. Depolama sirasinda peynirde alkol
salinimlari, laktoz metabolizmasi, metil keton indirgemesi, amino asit metabolizmasi ve
linoleik ve linolenik asitlerin bozunmasi gibi farkli metabolik yollarla iligkilendirilmektedir

(Fox vd., 2017¢).
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Peynirlerin ugucu bilesenler agisindan MDS haritasi {izerindeki geometrik dagilimi
Sekil 13'te gosterilmistir. MDS haritasinda birbirine benzeyen nesneler birbirlerine yakin
konumlanmaktadir (Karagul-Yuceer vd., 2007). MDS haritasindaki 6klid uzaklik modeline
gore 1 ve 90 giin depolanmis peynirler ugucu bilesenler bakimindan dort gruba ayrilabilir.
Pihtilagtiric1 enzim farkliliginin gruplarin olusumuna etki etmedigi, etki sirasina dncelikle
depolama olmak tizere sonrasinda 1s1l iglem ve starter kiiltiir etkisine gore gruplarin olustugu
goriilmektedir. HF peynirleri disinda en biiyiik grubu, 90 giin depolanan peynirler
olusturmustur. 90 giin depolanmis RF, RS ve HS peynirleri, 1s1l islem ve starter kiiltiir katkis1
dahil olmak tizere farkli islemler kullanilarak {iretilmis olmalarina ragmen, ugucu bilesenler
acisindan benzer bulunmustur. Bu peynirlerde daha yiiksek asit miktarlari, haritada yakin
konumda bulunmalarina neden olmus olabilir. Uzkug¢ vd. (2018), farkli lipolitik enzim
kullanim1 sonucu, olgunlastirilmis kec¢i peynirlerinin igerdigi yiiksek miktarlardaki farkl asit
ucucu bilesenler nedeniyle MDS haritasinda kontrolden farkli bir konumda yerlestigini
bildirmislerdir. 90 giin depolanmis HF1b ve HF2b peynirlerinin digerlerinden uzak bir
grupta yer almasi, ¢ogu duyusal ve fizikokimyasal bilesim 6zelliginde oldugu gibi, diger
peynirlere gore daha diisiik miktarlarda ugucu bilesenler, 6zellikle daha diisiik miktarda

asitler icermesiyle iliskilendirilebilir.

Isil islem uygulanarak iiretilmis ve 1 glin depolanmis peynirler (HS1a, HS2a, HF 1a
ve HF2a) harita {lizerinde daha genis alanda konumlanmis olup (Sekil 13) diger 3 grupta
bulunan peynirlere gére bu grupta bulunan peynirler nispeten daha az benzerlik
gostermektedir. Diger yandan ¢ig siitten liretilen 1 giin depolanmis peynirler birbirlerine
yakin konumlanarak baska bir grup olusturmustur. Nonanal, 2,6-dimetil-4-heptanol ve
benzaldehit konsantrasyonu, bu grubun haritada dagiliminda digerlerinden ayr1 konumda yer
almasina neden olmus olabilir. Ayrica heptanoik asidin sadece ¢ig siit peynirlerinde
bulunmasi, bu grubun 1s1l islem gormiis siitlerden {iiretilen peynir gruplarindan ayri noktada

konumlanmasinin bir bagka nedeni olabilir.
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Sekil 13. Peynirlerin ugucu bilesen analizi sonuglarina gore geometrik dagilimi*

*R, ¢ig siit; H, 11l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki
kaynakli enzim ile pthtilastirilmis; 2, hayvansal rennet ile pihtilagtirilmis; a, 1 giin depolama;

b, 90 giin depolama, kodlar peynir yapiminda kullanilan tiretim faktoriinii gosterir.

4.9. ACE Inhibitér Aktivite Sonuclar1

Biyoaktif bilesenlerin antihipertansif potansiyellerinin analizinde en yaygmn
kullanilan yontem, biyoaktif bilesenlerin ACE inhibe etme diizeylerinin saptanmasina
dayanir. Bu yontemde HHL, ACE katalizorliigiinde parcalanarak hippiirik asit olusturmakta,
olusan hippurik asit miktar1 belirlenerek ACE inhibitor aktivitesi belirlenmektedir.
Peynirlerin ACE inhibitor aktivitesi siit proteinlerin hidrolizi sonucunda salinan peptitlerin
ACE enzimini inhibe etmesine dayanmaktadir. Peptitlerin ACE inhibitdr aktivitesi ise
hidroliz sonucu agiga ¢ikan sekanslarin igerdigi amino asitlerin sayisina, dizilimine ve
cesidine bagh olarak degismektedir (Meisel vd., 1997). Siit iirlinleri arasinda peynirin, in
vitro ACE inhibitor aktiviteye sahip biyoaktif peptitlerin iyi bir kaynagi oldugu bildirilmistir
(Paul ve Van Hekken, 2011).
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Peynirlerin ACE inhibitor aktiviteleri in vitro sindirimi uygulanmig Orneklerin 3
kDa’dan kiigiik peptitleri igeren ultrafiltre edilmis fraksiyonlarinda belirlenmistir. Farkli
olgunlagmis peynir cesitlerinde ACE inhibitor aktivitenin 3 kDa’dan kiiciik molekiil
agriligina sahip olan fraksiyonlarda yogunlastigi (Turan ve Durak, 2022), benzer sekilde
Asiago d’allevo peynirinin suda ¢oziiniir fraksiyonlarinin 3 kDa ve 10 kDa ayrimli filtreler
kullanilarak ayrilmasi sonucunda ACE inhibitor aktivitenin de 3 kDa’dan diisiik molekiil
agirhgna sahip fraksiyonda yogunlastii (Lignitto vd., 2010) bildirilmistir. Birgok
aragtirmaci da kiiglik molekiil agirligina (< 3 kDa) sahip peptitlerin daha yiiksek ACE
inhibitor aktivite gdsterdigini bildirmislerdir (Abdel-Hamid vd., 2017; Gomez-Ruiz vd.,
2002; Miguel vd., 2009; Tarango-Hernandez, 2015). Peynirlerdeki 2-20 amino asitten
olusan potansiyel biyoaktif peptitleri iceren bu fraksiyonlarin (< 3 kDa) ACE inhibitor
aktiviteleri % 13,15 ile % 77,94 araliginda bulunmus olup depolama boyunca peynirlerde
belirlenen % ACE inhibitor aktivite degerleri Tablo 12’de sunulmustur. Tim peynirlerin
ACE inhibitor aktiviteleri depolama ile dnemli derecede degismistir (P < 0,01) (Tablo 12).
Peynirlerin ACE inhibitor aktiviteleri lizerine 1s1l islem, starter kiiltiir ve pihtilastirict enzim
proses faktorlerinden 1s1l islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin interaksiyonu 6nemli
bulunmug (P < 0,01) (Tablo 13), li¢ faktoriin kombinasyonu ve bitkisel veya hayvansal
kaynakli pihtilagtirict enzim kullanimi ACE inhibitor aktivite degerlerini 6nemli derecede
etkilememistir (P > 0,01) (Tablo 12). Cig siit peynirlerinin ACE inhibitor aktivitelerinde
depolama siiresince artis ve azaliglar meydana gelmis ve bu gruptaki peynirlerin tamaminda
en yiiksek ACE inhibitor aktiviteler depolamanin 30. giiniinde belirlenmistir (Tablo 12). Bu
peynir grubunda depolamanin ilk 30 giinii sonunda yiikselen ACE inhibitor aktivite degerleri
60 ve 90 giinliik depolama ile depolama baslangicindaki ACE inhibitor aktivitelere benzer
seviyelere gerilemistir. Depolamanin 30. giinlinde ¢ig siitten iretilen peynirlerin ACE
inhibitor aktivite degerleri % 67,21 ile % 76,91 araliginda degerler almistir (Tablo 12). Kegi
siitlinden tiretilen Edirne peynirinde (Halict Demir, 2021) depolamanin 90. giinilinde, starter
kiiltiir kullanilarak {iretilen salamura ke¢i peynirinde (Kocak vd., 2020) ise depolamanin 60.
giiniinde en yiiksek ACE inhibitdr aktivite degerlerinin sirastyla % 76,15 ve % 51,95 olarak
tespit edildigi bildirilmistir. Kocak vd. (2020) iirettigi keci peynirlerinde olgunlagmanin 60.
giiniinden sonra tiim peynirlerin ACE inhibitor aktivitesinde azalma oldugunu belirlemisler
ve bu azalmanin artan proteoliz sonucunda aktif peptitlerin parcalanarak inaktif forma

doniigsmesiyle iligskilendirmislerdir.
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Tablo 12

Depolama siiresince in vitro sindirimi uygulanmis peynirlerde belirlenen ACE inhibitor aktivite degerleri

Peynir (ortalama + S.H)

Glin P
RF1 RF2 RS1 RS2 HF1 HF2 HS1 HS2
1 5540+3,20%  52,65+1,86%  40,14+1,828  38,954+3,668 15,52+3,378 13,1542,928  76,65+4,39%  77,94+2.34% 0,851
30 76,91+1,764  75,43+2,48%  70,23+5,48%  67,21+£520% 18,10+0,818 20,24+2,168 56,82+4,3848  60,66+5,568 0,776
60 68,45+3 3148 68,60+1,44%8 57,444220°8 53,814+4,2848  24,9944,308 23,63+2,938  47,3244,928  532542,458 0,285
90 59,05+5,30%B  61,57+5,66%8 52,3742,2848  50,554+2,4148 49 57+3,354  45,61+4,154  45,72+1,898  43,40+2,358 0,581
P 0,007 0,002 0,010 0,004 0,005 0,007 0,008 0,009

A-BHer bir 6zellik i¢in depolama siiresince belirlenen onemli istatistiksel farkliliklar ayni siitunda farkl biiyiik harflerle gosterilmistir (P <0,01).

R, ¢ig siit; H, 151l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1, bitki kaynakli enzim ile pihtilagtirilmig; 2, hayvansal

rennet ile pthtilagtirilmis, kodlar peynir yapiminda kullanilan tiretim faktoriinii gosterir. S.H, standart hata.
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Bazi aragtirmacilar depolama siiresince peynirlerin ACE inhibitor aktivitelerinde
artis ve azalislar oldugunu saptamiglardir (Gomez-Ruiz vd., 2002; Giirkan, 2019; Meira vd.,
2012; Ryhanen vd., 2001). Bu tez calismasindaki ¢ig siit peynirlerinin ACE inhibit6r
aktivitelerinde meydana gelen artis ve azalislar devam eden proteoliz siirecinde peptit
zincirlerinin farkli parcalanma seviyelerinde farkli ACE inhibitor aktivite gdstermesine

baglanabilir.

Tablo 13
Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin etki ettigi in vitro sindirimi uygulanmis

peynir gruplarinin % ACE inhibitor aktivite sonuglar

Peynir grubu (Ortalama+S.H)

Gilin P
RF RS HF HS
1 54,0243,14° 39,55+1,70¢ 14,3441,94¢  77,30+2,06° 0,000
30 76,17+1,31*  68,72+3,20% 19,1741,12¢  58,74+3,09° 0,000
60 68,52+1,472 55,62+2,23° 24,3142,16°  50,29+2,82° 0,000
90 60,31+3,25%  51,46+1,45®  47,59+2.46°  44,56+1,40° 0,010

#dHer bir 6zellik i¢in peynir gruplari arasinda belirlenen 6nemli istatistiksel farkliliklar ayni
satirda farkl kiigiik harflerle gosterilmistir (P < 0,01). R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gérmiis siit;
F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli, kodlar peynir yapiminda kullanilan iretim

faktorlinii gosterir. S.H, standart hata.

Peynirler arasinda ACE inhibitor aktivitesi depolama ile artan tek peynir grubu
HF’dir. HF1 ve HF2 peynirlerinde sirasiyla depolamanin 1. glintinde % 15,52 ve % 13,15
olan ACE inhibitor aktivite degerleri 90 giinliikk depolama ile % 49,7 ve % 45,61 degerlerine
ulagmistir (Tablo 12). HF grubunun aksine HS grubu peynirlerde ACE inhibitor aktivitelerin
depolama ile azaldig1 belirlenmigtir. HS1 ve HS2 peynirlerinin ACE inhibitor aktivite
degerleri sirasiyla depolama baslangicinda % 76,65-77,94 iken depolama sonunda % 45,72-
43,40 seviyesine azalmistir (Tablo 12). Hernandez-Galan vd. (2017) starter kiiltiir
kullanmadan iirettikleri kegi peynirlerinde belirledikleri ACE inhibitor peptitlerin kegi siitii
icinde bulunan (Bezerra vd., 2013) ya da pihtilagma etkisiyle peynir yapimi sirasinda olusan
(Silva vd., 2006) biyoaktif peptitlerle benzer oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte
olgunlastirilmayan peynirlerde ACE inhibitdr peptitlerin starter kiiltiirlerin proteolitik
etkisiyle olustugu bildirilmektedir (Torres-Llanez vd., 2011). Yilmaz Kisak (2021) ke¢i

91



stitiinden {rettikleri Tulum peynirlerinin pH 4,6’da ¢6ziinen azot fraksiyonlarinda ACE
inhibitor aktivite degerlerini 150 giinliik depolama siiresince bu tez ¢alismasinda oldugu gibi
genis bir aralikta (% 15,07-88,37) belirlemistir. Arastirmacilar Beyaz peynirin ACE
inhibitor aktivitesinin, depolama stiresi, kiiltiir ilavesi, ambalaj materyali ve peptit
biiytlikliigiinden 6nemli diizeyde etkilendigini bildirmislerdir (Giirkan, 2019; Sahingil vd.,
2014). Tim peynirlerin ACE inhibitor aktiviteleri géz Oniine alindiginda bu tez ¢aligmasinda
kullanilan hammadde ve iiretim siirecine bagli olarak peynirlerin incelenen kosullarda en
yiiksek % 76-77 seviyelerinde ACE inhibitor aktiviteye sahip olabildikleri goriilmektedir
(Tablo 12). Uretim parametreleri itibariyle taze tiiketilmeye uygun olan HS ve HF grubu
peynirlerinin depolama sonucu birbirleri ile ters iliskili olarak ACE inhibit6r aktivitelerinin
degistigi goriilmektedir (Tablo 12). HS peynirlerinin iiretiminde kullanilan starter kiiltiirler
depolamanin basinda bu peynirlerde yliksek ACE inhibitor aktiviteye sahip peptitlerin
olusmasint saglarken (Tablo 13) artan proteolizin, bu peynirlerin ACE inhibitor peptitleri
icin asir1 oldugu sonucuna varilabilir. HF grubunda depolamanin ilk 60 giiniinde belirlenen
goreceli diisilk ACE inhibitor aktivite, siit pihtilastirict enzim ile starter kiiltiir yoklugunda
daha diistik kalan proteoliz seviyesi, dolayisiyla daha kisith proteolitik aktiviteyle
iliskilendirilebilecek diisiik biyoaktif peptit olusumuna baglanabilir.

Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesi kombinasyonu tiim depolama
giinlerinde peynirlerin ACE inhibitor aktivitelerini 6nemli derecede etkilemistir (P < 0,01)
(Tablo 13). Depolamanin 1. giiniinde tiim peynir gruplarinin ACE inhibitor aktivite degerleri
birbirinden farkli bulunmus, HF peynirleri en diisiik (% 14,34), HS peynirleri ise en yiiksek
(% 77,30) ACE inhibitor aktivite degerlerine sahip olmuslardir (Tablo 13). HF peynir grubu
depolamanin 1, 30 ve 60. giinlerinde diger gruplardan daha diisitk ACE inhibitor aktivite
degerlerine sahip olmus, 90 giin depolama sonunda bu peynir grubunun RS ve HS
peynirleriyle benzer ACE inhibitor aktivite degerlerine ulastigi bulunmustur (Tablo 13). Cig
stitten starter kiiltiir kullanilmadan iiretilen 30, 60 ve 90 giin depolanmis peynir grubu, bu
depolama giinlerinde 1s1l islem uygulanan siitlerden tiretilmis peynirlerden daha yliksek ACE
inhibitor aktivite degerlerine sahip olmuslardir. Bununla birlikte 1s1l islem uygulama durumu
fark etmeksizin depolamanin 30, 60 ve 90. giinlerinde starter kiiltiir ilaveli peynirlerin benzer
ACE inhibitor aktivite degerlerine sahip oldugu bulunmustur (Tablo 13). Genel olarak
depolama ile peynirlerin ACE inhibitor aktivite degerleri arasindaki farkin depolama

baslangicina gore azaldig1 sdylenebilir. Peynirlerin mikroflorasindaki farkliliklarin biyoaktif
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peptit icerigini etkiledigi (Sieber vd., 2010), ¢ig siit peynirlerinin, pastdrize siitten iliretilen
peynirlere gore; siitiin dogal mikroflorasindaki mikroorganizmalarin proteolitik enzimlerine
bagli olarak daha yiiksek ACE inhibitor aktivite gosterdigi bildirilmistir (Biitikofer vd.,
2008). Buna karsin iiretiminde starter kiiltlir kullanilan peynirlerde, mikroorganizmalarin
ACE inhibitor peptitleri daha diisiik aktiviteye sahip peptit ve amino asitlere parcaladigi
(Gupta vd., 2013), Lactobscillus helveticus tiirlerinin genel olarak ACE inhibitor peptit
iretiminde Lc. lactis tiirlerine gore daha etkili oldugunu belirtilmistir (Funglsang vd.,
2003). Silva vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada C. cardunculus bitkisinden ekstrakte edilen
Cardosin A ve Cardosin B proteazlart ile ¢ig veya sterilize (110 °C’de 10 dk) ke¢i ve koyun
stitleri kullanarak iirettikleri peynirlerin 45 giinliik depolanma siiresince ACE inhibitor
aktivitelerini arastirmislar, ¢ig keci siitiinden liretilen peynirlerde ACE inhibitor aktivite
degerlerinin % 44,95-79,43 arasinda, sterilize siitten iretilenlerde ise % 16,57-48,00
arasinda bulundugunu bildirilmislerdir. Bazi arastirmacilar in vitro sindirimin peynirlerin
suda ¢oziinen fraksiyonlarindaki ACE inhibitor aktivitesini azalttigini bildirmigler (Barac
vd., 2019; Lignitto vd., 2010; Turan ve Durak, 2022) ve ACE inhibitdr peptitlerin sindirimin
enzimleri ile hidrolizi sonucu olarak aktivitesini kaybetmis olabilecegini belirtmislerdir.
Sulejmani vd. (2020) farkli siitlerden iirettikleri Beyaz Peynir, Beaten ve Kashkaval
peynirleri arasinda, kegi siitii kullanilarak tiretilen geleneksel Beaten peynirinde ACE
inhibitor aktiviteyi kendi ¢aligsmalarindaki diger peynirlerden ve bu tez ¢aligmasindaki tiim
peynirlerden daha yiiksek bulmuslar (% 98,72) ve bu yliksek ACE inhibitor aktivitenin diger
peynirlere gore nispeten daha yiiksek miktarda hidrolize proteinlere baglanabilecegini rapor
etmislerdir. Literatiir calismalariyla birlikte bu tez ¢aligmasinda elde edilen bulgular bir¢cok
noktada ortiismekte, peptitlerin biyoaktivitesinin amino asit dizilimindeki formasyona bagl
olarak ¢ig siitten baglayarak bagirsaklarda emilimine kadar gecen siiregte dinamik bir sekilde
ilerledigi goriilmektedir. Ayn1 anda bir¢ok faktoriin degerlendirildigi bu tez ¢alismasinin
karmasik bir siire¢ olan biyoaktif peptit olusumunun keg¢i peyniri iiretimindeki faktorlerinin

belirlenmesi agisindan énemli katkilar1 oldugu goriilmektedir.

4.10. Antioksidan Aktivite Sonuclari

Antioksidanlar, serbest radikallerin oksidasyonunu onleyerek viicutta olusabilecek
oksidatif hasar1 ve buna bagli olarak hastalik riskini azaltan maddeler olarak bilinmektedir.

Peynirlerin antioksidan aktivitesi icerdigi protein yapisinda sifrelenmis ve iiretim ve
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depolama siiresince agiga cikan biyoaktif peptit ve amino asitlerden kaynaklanmaktadir
(Pates vd., 2011; Pattom ve Hongsprabhas, 2013; Power vd., 2013; Yates vd., 2010).
Peptitlerin hidrofobik 6zellikleri ile antioksidan aktiviteleri arasinda dogru bir orant1 oldugu
(Giirkan, 2019), antioksidan peptitlerin diisiik molekiil agirliga sahip ve kolay absorbe olan
peptitler oldugu bildirilmistir (Xie vd., 2008).

Antioksidan etkinligin belirlenmesinde DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP gibi pek
cok yontem kullanilmaktadir. Bu yontemlerin birbirine gore farkli avantaj ve dezavantajlar
bulunmaktadir. Bilimsel c¢alismalarda, DPPH sadece organik ortamda ¢doziilebilir
oldugundan, DPPH yonteminin hidrofilik antioksidanlarin roliiniin yorumlanmasinda
dezavantajli oldugu belirtilmektedir (Biiyiiktuncel, 2013). ABTS yontemi ile sulu ve organik
ortamda ¢dzilinen ve buna bagl olarak hidrofilik ve lipofilik bilesiklerin radikal inhibisyon
aktiviteleri olgiilebilmektedir (Tang vd., 2010). Diger yandan bakir iyonun indirgenmesi ile
antioksidant kapasitenin belirlenmesine dayali CUPRAC metodu diger antioksidan aktivite
tayin yontemlerine gore daha hizli, basit ve kullanislidir. ABTS ydnteminde oldugu gibi
CUPRAC yonteminde de hem hidrofilik hem de lipofilik toplam antioksidan kapasite tayin
edilebilmekte, DPPH radikal reaktifine gore daha kararli olan CUPRAC radikalinin sulu ve
tamponlu ortamlarda antioksidan aktivite belirlenmesinde daha iyi sonug¢ verdigi
bilinmektedir (Dink¢i vd., 2023). Bu ¢alismada in vitro sindirimi uygulanmis peynir
orneklerinin kii¢iik molekiil agirlikli (< 3 kDa) peptit fraksiyonlarinda antioksidan aktiviteler

ABTS radikal giderme ve CUPRAC yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir.

Peynirlerdeki 2-20 amino asitten olusan potansiyel biyoaktif peptitleri iceren bu
fraksiyonlarin (< 3 kDa) ABTS radikal giderme ydntemiyle belirlenen antioksidan
aktivitelerin 45,95 ile 69,02 (mM troloks/100 mg peynir) aralifinda degerler aldig:
belirlenmis, peynirlerin ABTS radikal giderme yontemiyle belirlenen antioksidan aktivite
degerleri Tablo 14’te sunulmustur. Peynirlerin antioksidan aktiviteleri izerine depolamanin
1 ve 30. giinlerinde 1s1l islem, starter kiiltlir ve pithtilagtiric1 enzim proses faktorlerinden, 1s1l
islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin ikili interaksiyonu (Tablo 15) ile 1s1l islem
uygulamasi ve enzim kaynaginin ikili interaksiyonu (Tablo 16) ayr1 ayr1 6nemli bulunmus
(P <0,01), tim depolama giinlerinde {i¢ faktdriin kombinasyonunun antioksidan aktivite

degerlerini 6nemli derecede etkilemedigi belirlenmistir (P > 0,01) (Tablo 14).
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Tablo 14

Depolama siiresince in vitro sindirimi uygulanmis peynirlerde belirlenen antioksidan kapasite (ABTS) sonuclari

Peynir (ortalama + S.H)

Gilin P
RF1 RF2 RS1 RS2 HF1 HF2 HS1 HS2
1 69,02+0,474  65,46+2,114  58,98+1,45 57,74+0,41  45,95+0,44¢  46,75+1,218  59,18+3,46 61,76+1,09 0,297
30 66,58+1,07%  57,73+0,96®  63,89+0,82 59,51+0,48 47,82+1,018¢  49,13+1,328  57,06+1,97 59,36+1,43 0,015
60  56,42+2,83%  55,89+0,808 61,05+3,64 61,21+2,60 55,98+3,4848 54,132,298 59,08+0,72 58,03+1,23 0,639
90  63,00£2,0348  59,81+1,23AB  62,90+1,18 60,48+2,41  58,90+2,154  59,704+2,79%  59,64+4,07 57,56+2,56 0,069
P 0,002 0,003 0,396 0,573 0,002 0,002 0,808 0,094

Sonuglar mM troloks/100 mg peynir olarak sunulmustur. #°“ Her bir 6zellik i¢in depolama siiresince belirlenen énemli istatistiksel farkliliklar

ayni stitunda farkli biiyiik harflerle gosterilmistir (P < 0,01). R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli;

1, bitki kaynakli enzim ile pithtilagtirilmis; 2, hayvansal rennet ile pihtilagtirilmis, kodlar peynir yapiminda kullanilan tiretim faktoriinii gosterir.

S.H, standart hata.
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Depolama ile sadece starter kullanmadan {iretilen peynirlerin antioksidan aktiviteleri
onemli derecede degismis (P < 0,01), RS ve HS peynirlerinin antioksidan aktiviteleri
depolama boyunca énemli derecede degismemistir (P > 0,01) (Tablo 14). Cig siitten starter
kiiltiir ilave edilmeden {iretilen peynirlerin antioksidan aktiviteleri depolama siiresince
artmig, HF1 peynirinde depolamanin 1 ve 30, HF2 peynirinde depolamanin sadece 1.
giiniinde, 60 giin depolanmis peynirlerden daha yiiksek antioksidan aktiviteler belirlenmistir
(Tablo 14). Arastirmalar, peynir liretiminde peptit olusumunun taze peynirlerin antioksidan
kapasitesini artirdigini ve ayni kalitenin olgunlasma siirecinde de arttigin1 gostermektedir
(Moreno-Fernandez vd. 2019; Moreno-Montoro vd., 2017). RF1 ve RF2 peynirlerinde
antioksidan aktiviteler sirasiyla depolamanin 90. giiniinde 63,00 ve 59,81 (mM troloks/100
mg peynir) olarak belirlenmistir (Tablo 14). HF1 ve HF2 peynirlerinin antioksidan
aktiviteleri depolama ile 6nemli derece artmistir (P < 0,01). HF1 ve HF2 peynirlerinde
antioksidan aktiviteler sirastyla depolamanin baslangicinda 45,95 ve 46,75 (mM troloks/100
mg peynir) olarak belirlenmis, bu degerler 90 giin depolama ile 58,90 ve 59,70 (mM
troloks/100 mg peynir) degerlerine ulagsmistir (Tablo 14). Revilla vd. (2016) keci
peynirlerinde en yiiksek antioksidan aktivitenin (ABTS) depolamanin 90. giiniinde
belirlendigini, farkli mevsimlerde elde edilen siitlerden peynir liretmenin 6zellikle taze
peynirlerde antioksidan aktiviteyi farklilastirdigini, yaz peynirlerinin, kis peynirlerinden
daha diisiik hidrofobik:hidrofilik oranlara sahip oldugunu ve bunun da gii¢lii proteolize isaret
ettigini, buna bagl olarak yaz aylarinda {iretilen taze peynirlerin daha yiiksek antioksidan

kapasiteye sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Oner ve Saridag (2019) kegi siitiinden iiretilen beyaz peynirlerin suda ¢dziiniir
fraksiyonlarinda antioksidan aktiviteleri (ABTS) 9 aylik depolama siiresince 29,34-55,12
mM Troloks/g araliginda bulmuslardir. Ayn1 ¢aligmada peptit fraksiyonlart HPLC fraksiyon
toplayict ile ayrilip en yliksek antioksidan aktiviteyi veren fraksiyonlarin tekrarlanan
antioksidan kapasite sonuglarinda, 6 ve 9 ay depolanan ke¢i peynirindeki fraksiyonlarin en
yiiksek TEAC degerine sahip oldugu rapor edilmis, bu degerler peynirlerde ilgili aylardaki
enterokok sayisindaki artisla iliskilendirilmistir. Inek ve kegi siitlerinden starter kiiltiir ilave
edilmeden iiretilen beyaz peynirlerin antioksidan aktivitelerinin arastirildig: bir caligmada,
iiretilen kegi peynirlerinin suda ¢oziinen fraksiyonlarinin in vitro sindirimi éncesi ve sonrast
antioksidan kapasiteleri sirastyla 159,97 ve 152,41 mM Troloks/kg, suda ¢6ziinmeyen
fraksiyonlarda ise sirasiyla 25,33 ve 81,43 mM Troloks/kg olarak bulunmustur (Barac vd.,
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2019). Bu calismada in vitro sindirim ile keg¢i peyniri protein fraksiyonlarinin antioksidan
aktivitelerinin onemli derecede arttig1, depolamanmn 50. giiniinde belirlenen TEAC
degerlerinin daha az depolanan peynirlerin degerlerinden daha yiiksek oldugu belirtilmistir.
Kegi Izmir Tulum peynirinin ABTS antioksidan aktivitesinin de depolama ile artt1g1 (Y1lmaz
Kisak, 2021) ancak keg¢i Edirne Beyaz Peynirinde TEAC degerinin depolamanin 30.

giiniinden sonra azaldig1 bildirilmistir (Halict Demir, 2021).

Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilave durumuna gore gruplandirilmig
peynirlerin antioksidan aktivite (ABTS) sonuglar1 Tablo 15°te sunulmustur. Depolamanin 1.
giiniinde ¢ig siitten starter kiiltlir kullanilmadan firetilen peynirlerin en yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu (67,24 mM troloks/100 mg peynir), 1s1l islem gérmiis siitten starter
kiiltiir kullanilmadan iiretilen peynirlerin ise en diisiik antioksidan aktiviteye sahip oldugu

(46,34 mM troloks/100 mg peynir) bulunmustur.

Tablo 15
Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin etki ettigi in vitro sindirimi uygulanmis

peynir gruplarinin antioksidan kapasite (ABTS) sonuglar1

Peynir grubu (Ortalama+S.H)

Glin P
RF RS HF HS
1 67,24+1,212 58,36+0,74° 46,34+0,27¢ 60,47+1,68° 0,000
30 62,16+1,80% 61,70+0,942 48,48+0,66° 58,21+1,21° 0,000
60 56,16+1,36 61,13+2,07 55,05+1,96 58,55+0,69 0,366
90 61,41£1,25 61,69+1,32 59,30+1,64 58,60+2,59 0,672

Sonuglar mM troloks/100 mg peynir olarak sunulmustur. *° Her bir 6zellik i¢in peynir
gruplar1 arasinda belirlenen 6nemli istatistiksel farkliliklar ayni satirda farkl kiigiik harflerle
gosterilmistir (P < 0,01). R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S,
starter kiiltiir ilaveli, kodlar peynir yapiminda kullanilan iiretim faktoriinii gosterir. S.H,

standart hata.

Isil islem uygulama durumu fark etmeksizin starter kiiltiir kullanilarak tretilen
peynirlerin benzer antioksidan aktivite degerlerine sahip oldugu bulunmustur. 30 giin
depolanan peynirler arasinda ¢ig siit kullanilarak iiretilenler 1sil islem kullanilarak

iiretilenlerden daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmustur (P < 0,01). Bu depolama
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giininde de en disilk antioksidan aktivite HF grubunda belirlenmistir (48,48 mM
troloks/100 mg peynir) (Tablo 15). Antioksidan peptitler cogunlukla starter ve NSLAB’nin
etkisiyle kazeinlerden aciga ¢cikmaktadir (Barac vd., 2016). Bu ifadeyle iliskili olarak 30 giin
depolanan peynirler arasinda ¢ig siitten tiretilen peynirlerde dogal mikrofloranin antioksidan
aktivitelere katki sagladigi belirlenmis ve bunun yaninda depolamanin 1 ve 30. giiniinde 1s1l
islem uygulanmus siitten iiretilen peynirler arasinda HS peynirlerinde kullanilan starter kiiltiir
faaliyetine bagli olarak antioksidan kapasitelerin daha yiiksek oldugu bulunmugstur. HF1 ve
HF2 peynirlerindeki depolama ile artan antioksidan aktivitelere bagli olarak (Tablo 14), 60
ve 90 gilin depolanan HF grubu peynirlerin, antioksidan aktivitesi ile diger peynirlerin
antioksidan aktiviteleri arasindaki farklar onemli bulunmamistir (P > 0,01) (Tablo 15). Isil
islem uygulanarak iiretilmis peynirler arasinda starter kullanilarak iiretilen grup depolama
boyunca daha sabit antioksidan aktivite degerlerine sahipken, starter kiiltiir kullanilmadan
iretilen grupta her depolama giiniinde artan ve diger Orneklere yaklasan seviyede

antioksidan aktivitelerin oldugu belirlenmistir.

Isil iglem uygulamasi ve pihtilastirict enzim kaynagina gore gruplandirilmis
peynirlerin antioksidan aktivite (ABTS) sonuclar1 Tablo 16’da sunulmustur. Bir giin
depolanan peynirler arasinda en yiiksek antioksidan aktivite ¢ig siitten bitkisel enzim
kullanilarak iiretilen (R1) peynirde 64,00 mM troloks/100 mg peynir olarak belirlenmistir.
Bir giin depolanan peynirler arasinda en diisiik antioksidan aktivite degerlerine 1s1l islem
uygulanmus siitten bitkisel enzim kullanilarak iiretilen H1 peynirinin sahip oldugu, ayni 1s1l
islem grubunda hayvansal pihtilastirict kullanilarak tiretilen H2 peyniri ile HI peynirinin
antioksidan aktiviteler bakimindan benzer oldugu bulunmustur. Depolamanin 30. Giiniinde
cig siitten iiretilen peynirler 1s1l islem uygulanarak iiretilen peynirlerden daha yiiksek
antioksidan aktivite gostermislerdir. Cig siitten iiretilen peynirler arasinda bitkisel enzim
kullanilarak iiretilen grup (R1) flyelerinin ortalama antioksidan aktivitesi (65,24 mM
troloks/100 mg peynir), hayvansal enzim kullanilarak iiretilen grup (R2) tiyelerinin ortalama
antioksidan aktivitesinden (58,62 mM troloks/100 mg peynir) daha yiliksek bulunurken
(Tablo 16), 1s1l islem uygulanan gruptaki peynirler antioksidan aktivite bakimindan benzer
bulunmustur. Kegci siitiiniin antioksidan kapasitesinin peynir yapimi sirasinda enzimatik
hidroliz ile kazein ¢oktiirme islemi ile arttigi bildirilmistir (Hernandez Galan vd., 2020).
Calismada kullanilan bitkisel pihtilagtirict, kimozin ve pepsine benzeyen aspartik proteazlar

Cardosin A ve B enzimlerini igermektedir (Silva vd 2006). Cardosin A, k-kazeinin
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fenilalanin-metionin (105-106) peptit bagina 6zgii proteolitik enzim olup Cardosin B kazein
zincirinde spesifik bir bag1 hedeflemeyen yiiksek proteolitik aktiviteye sahip bir enzimdir
(Silva vd 2006). Elde edilen bulgulardan in vitro sindirimi uygulanmis peynir 6rneklerinin
kiigiik molekiil agirlikli (< 3 kDa) peptit fraksiyonlarinda 1 ve 30. Giinlerde antioksidan
aktiviteler (ABTS) lizerine 1s1l islem uygulamasi ve pihtilastirici enzim kaynagina bagh
olarak belirlenen farklar bitkisel pihtilagtiricinin igerdigi Cardosin B enzimi ile
iliskilendirilebilir. 60 ve 90. Depolama giinlerinde 1s1l islem uygulamas1 ve pihtilastiric
enzim kaynagina gore gruplandirilmis peynirlerin antioksidan aktiviteleri (ABTS) arasinda
onemli fark bulunmamigtir. (P < 0,01). Bu gruplarda depolamanin 60 ve 90. Giinlerinde
sirastyla en diisiik ve en yiiksek 56,08-58,75 ve 58,63-62,95 (mM troloks/100 mg peynir)

antioksidan aktivite degerleri belirlenmistir (Tablo 16).

Tablo 16
Isil islem uygulamasi ve enzim kaynagimnin etki ettigi in vitro sindirimi uygulanmis peynir

gruplarinin antioksidan kapasite (ABTS) sonuglari

Peynir grubu (Ortalama+S.H)

Glin P
R1 R2 H1 H2
1 64,00£2,02*  61,60+1,762>  52,564+2,98°  54,2542,84 0,001
30 65,24+0,80*°  58,62+0,60° 52,44+1,97¢ 54,25+2,13¢ 0,000
60 58,74+2,31 58,55+1,61 57,52+1,74 56,08+1,41 0,402
90 62,95+1,09 60,14+1,26 59,27+2,48 58,63+1,80 0,953

Sonuglar mM troloks/100 mg peynir olarak sunulmustur. ¢ Her bir 6zellik i¢in peynir
gruplar1 arasinda belirlenen 6nemli istatistiksel farkliliklar ayni satirda farkl kiigiik harflerle
gosterilmistir (P < 0,01). R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gormiis siit; 1, bitki kaynakli enzim ile
pihtilagtirilmis; 2, hayvansal rennet ile pihtilastirilmis, kodlar peynir yapiminda kullanilan

iiretim faktoriinii gosterir. S.H, standart hata.

Proteinlerin ve peptitlerin antioksidan kapasitesi protein dizilimindeki amino asit
pozisyonu, fiziksel yapi, hidrofobiklik ve molekiil agirligi gibi pek ¢ok faktdre baglidir
(Pates vd., 2011; Pattom ve Hongsprabhas, 2013; Power vd., 2013; Yates vd., 2010).
Medina-Navarro vd. (2010), yapisal molekiil biitiinliiglinlin antioksidan olarak gorev
yapmada en 6nemli faktdr oldugunu bildirmistir. Peynir tiretiminde peptitlerin salinmasinda

ve buna bagl olarak inaktif antioksidan sekanslarmin aciga ¢ikmasinda LAB’nin 6nemli
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rolii oldugu, LAB’nin sus Ozelliklerine bagli ve proteoliz ile iliskili olarak peptitlerin

antioksidan aktivitelerinin degistigi bildirilmektedir (Gupta vd., 2009; Virtanen vd., 2007).

Depolama siiresince in vitro sindirimi uygulanmis peynirlerin < 3 kDa
fraksiyonlarinda belirlenen CUPRAC sonuglar1 Tablo 17’de sunulmustur. Peynirlerin
CUPRAC degerlerinin 8,85-16,88 (mM troloks/g peynir) deger araliginda oldugu bulunmus
ve sadece ¢ig siitten iiretilen peynirlerin antioksidan aktivitelerinin depolama ile 6nemli
derecede degistigi belirlenmistir (P < 0,01) (Tablo 17). RF1 ve RF2 peynirlerinin
antioksidan aktiviteleri depolamanin 1 ve 90. giinlerinde sirasiyla 16,88-17,52 ve 13,06-
13,98 (mM troloks/g peynir) olarak belirlenmis ve her iki peynirde esdeger oranda azalma
gerceklesmistir. Depolama ile antioksidan aktivitelerinde Onemli azalma olan diger
peynirlerden RS1 ve RS2’nin antioksidan aktiviteleri, depolamanin 1 ve 90. giinlerinde
sirastyla  13,94-14,00 ve 11,81-12,13 (mM troloks/g peynir) olarak belirlenmistir.
Peynirlerin CUPRAC bakimindan antioksidan aktiviteleri tizerine 1s1l islem, starter kiiltiir ve
pihtilastirict enzim proses faktorlerinden 1s1l islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin
interaksiyonu 6nemli bulunmus (P < 0,01) (Tablo 18) olup ii¢ faktériin kombinasyonu ve
bitkisel veya hayvansal kaynakli pihtilagtirici enzim kullanimi antioksidan aktivite
degerlerini 6nemli derecede etkilememistir (P > 0,01) (Tablo17). Isil islem uygulamasi ve
starter kiiltiir ilavesinin interaksiyonuna gore gruplandirilmis peynirlerin antioksidan aktivite
degerleri Tablo 18’de sunulmustur. Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesi
kombinasyonu tiim depolama giinlerinde peynirlerin antioksidan aktivitelerini 6nemli

derecede etkilemistir (P < 0,01) (Tablo 18).

Depolamanin 1 ve 30. giinlerinde tiim peynir gruplarinin antioksidan aktivite
degerleri birbirinden farkli bulunmus olup (Tablo 17), sirastyla 1 ve 30. depolama giinlerinde
en diisiik HF peynir grubu 9,30-9,28 (mM troloks/g peynir), en yiiksek RF peynir grubu
17,70-16,11(mM troloks/g peynir) antioksidan aktivite degerine sahip olmuslardir. Keci
peyniri iiretiminde ¢ig siit mikroflorasi kaynakli enzimler sayesinde antioksidan aktivite
gosteren daha fazla sayida diisiik molekiil agirlikli peptitlerin agiga c¢iktigi yorumu
yapilabilir. Buna bagli olarak 1sil islem uygulanan ancak starter kiiltiir icermeyen HF
peynirlerinin depolamanin 1, 30 ve 60. giinlerinde diger gruplardan daha diisiik antioksidan
aktivite degerlerine sahip oldugu, 90 giin depolama sonunda HS peynir grubuyla benzer

degerler aldig1 bulunmustur (Tablo 18).
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Tablo 17

Depolama siiresince in vitro sindirimi uygulanmig peynirlerde belirlenen antioksidan kapasite (CUPRAC) sonuglari

Peynir (ortalama + S.H)

Giin P
RF1 RE2 RS1 RS2 HF1 HEF2 HS1 HS2
1 16,88 +£0,18* 17,52 + 0,344 13,94+ 0,36  14,00+0,02* 9,01 +£0,34 9,65+0,30 11,15+0,28 10,71 +0,32 0,557
30 16,34 +0,36" 15,88 + 0,228 13,70+ 0,12*  13,96+0,14* 9,15+028 9,41+0,14 10,85+0,02 10,63+0,16 0,072
60 14,74 + 0,365¢ 14,40 +0,38%¢ 12,63 +0,20*®  11,73+0,26® 8,85+034 10,17+022 10,81 +0,02 11,53+0,06 0,156
90 13,06 + 0,24€ 13,98 + 0,20 11,81 £0,18"8 12,13+£0,34%5 899+0,28 10,07+0,08 10,85+0,02 10,09+ 0,30 0,092
P 0,003 0,003 0,009 0,004 0,921 0,152 0,402 0,053

Sonuglar mM troloks/g peynir olarak sunulmustur. A Her bir 6zellik i¢in depolama siiresince belirlenen énemli istatistiksel farkliliklar ayni

siitunda farkli biiylik harflerle gosterilmistir (P < 0,01). R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S, starter kiiltiir ilaveli; 1,

bitki kaynakli enzim ile pihtilastirilmis; 2, hayvansal rennet ile pihtilastirilmis, kodlar peynir yapiminda kullanilan iiretim faktoriinii gosterir.

S.H, standart hata.
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Depolama bagindan depolama sonuna kadar gecen siiregte antioksidan aktivitelerde
meydana gelen degisime bakildiginda, en c¢ok azalmanin ¢ig siitten starter kiiltiir
kullanilmadan iiretilen peynirlerde gergeklestigi, buna ragmen bu peynir grubunun tiim
depolama giinlerinde diger peynirlerden yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Tablo 17). Cig siit peynirlerinin antioksidan aktivitelerindeki diisiis, artan
proteolize bagli olarak antioksidan aktivite gosteren peptitlerin pargalanarak inaktif forma

doniismesiyle aciklanabilir.

Tablo 18
Isil islem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin etki ettigi in vitro sindirimi uygulanmis

peynir gruplarinin antioksidan kapasite (CUPRAC) sonuglari

Peynir grubu (Ortalama+S.H)

Gilin P
RF RS HF HS
1 17,20 +£0,24* 14,00+ 0,15*  9,30+0,26¢ 10,90 +0,21° 0,000
30 16,11 +0,22* 13,83 +0,11° 9,28+0,15¢ 10,74 £ 0,09° 0,000
60 14,57+0,23* 12,18+0,29° 9,51+041°¢ 11,17+0,21° 0,000
90  13,52+0,29° 11,97+0,18* 9,53+0,33¢ 10,47 + 0,25 0,000

Sonuglar mM troloks/g peynir olarak sunulmustur. *¢ Her bir dzellik i¢in peynir gruplar
arasinda belirlenen Onemli istatistiksel farkliliklar ayni satirda farkli kiiclik harflerle
gosterilmistir (P < 0,01). R, ¢ig siit; H, 1s1l islem gormiis siit; F, starter kiiltiir ilavesiz; S,
starter kiiltiir ilaveli, kodlar peynir yapiminda kullanilan iiretim faktoriinii gosterir. S.H,

standart hata.

Isil islem uygulanan siitten iiretilen peynir grubunda ¢ig siit peynir grubuna gore
depolama ile daha stabil antioksidan aktive oldugu goriilmektedir (Tablo 18). Turan (2022)
aynt yontemle iretilen olgunlagsmis inek, keci ve Ezine peynirlerinin suda ¢oziiniir
fraksiyonlarinin (< 3 kDa) in vitro antioksidan aktivitelerini (ABTS ve FRAP) arastirdigi
caligmasinda keci peynirinin diger peynirlerden daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip
oldugunu bildirmistir. Ayrica peynirler arasindaki antioksidan aktivite farklarinin peynir
cesitlerinin iiretiminde kullanilan siitlerin elde edildigi tiirler kadar, peynirlerin olgunlagmasi
sirasinda  gerceklesen proteoliz sirasinda bu  siitlerin proteinlerinin  farkli peptitler
olusturacak sekilde hidrolize olmalari ile olusan peptitlerin miktarlarinin etkili olmasiyla

iliskilendirmistir. Oztiirk ve Akin (2018) kegi siitiinii dogal mikroflorasiyla fermente edip
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siite 1s1l islem uygulamadan iirettikleri Tulum Keg¢i peynirinin ayn1 kosullarda iiretilen inek
Tulum peynirinden, DPPH yontemine gore daha yiiksek bir antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu, bu durum kegi siitii Tulum peynirindeki hidrofilik peptit igeriginin daha yiiksek

olmasindan kaynaklanmis olabilecegini bildirmislerdir.
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BESINCIi BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, kegi peyniri biyoaktif peptitlerinin in vitro sindirim kosullarinda
antioksidan ve ACE inhibitor aktiviteleri lizerine, pihtilastirict enzim ¢esidi, ticari starter
kiiltiir ilavesi, 151l islem uygulamasi ve depolama siiresi faktdrlerinin etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amacla; ¢ig ve 90 °C’de 10 dk 1s1l islem uygulanmis kegi siitleri starter
kiiltiir ilave edilerek ve edilmeksizin, hayvansal rennet veya bitkisel kaynakli rennet (C.
cardunculus) kullanilarak pthtilastirilmustir. Uretilen peynirler 90 giin siireyle buzdolab:
kosullarinda (6-8 °C) depolanmis ve depolamanin 1, 30, 60 ve 90. giinlerinde analizler

gerceklestirilmistir.

Peynirlerde belirlenen 6zelliklerden randiman ve yag oranit disindaki kimyasal
ozellikler iizerine 1s1l islem ve starter kiiltlir ilavesi interaksiyonunun onemli etkisinin
oldugu, peynir gruplar1 arasinda 1s1l islem uygulanip starter kiiltiir ilave edilmeden iiretilen
(HF) peynirlerin genel olarak diger peynirlerden bir¢cok o6zellik bakimindan ayrildig:
bulunmustur. Isil islem uygulandiktan sonra starter kiiltiir ilave edilerek iiretilen HS
peynirlerinin depolamanin ilk giinlinden itibaren bir¢ok 6zellik bakimindan nihai degerlerine

ulastig1, bu peynirin taze olarak tiiketilebilecegi belirlenmistir.

Tiim ¢ig siit peynirlerinde dogal mikroflora (RS peynirleri i¢in ayrica ilave edilen
starter kiiltiir), HF peynirlerinde ise muhtemelen iiretim siirecinde kontamine olan
mikroorganizma faaliyetine bagli olarak depolama boyunca asitlik ilerlemesi oldugu
saptanmigtir. HS peynirleri ise depolamanin ilk giinii nihai asitligine ulagmis (pH: 4,52; %
LA: 1,96), depolama boyunca bu peynirlerin pH ve titrasyon asitligi degerlerinde 6nemli
degisim gozlenmemistir. Cig siit peynirlerinin pH degerleri (4,81-4,62) 90 giinliik depolama
sonunda HS peynirleriyle benzer degere ulasirken, HF peynirleri tiim depolama giinlerinde

daha diisiik pH ve daha yiliksek LA degerlerine sahip olmustur.

Peynir {iretimde uygulanan 1s1l iglem ve starter kiiltiir ilavesinin peynirlerin azot
fraksiyonlar lizerine etkisi degerlendirildiginde, pH, titrasyon asitligi ve kimyasal bilesim
ozelliklerinde oldugu gibi, olgunlagsmanin indikatorii kabul edilen SCA/TA ve TFAA

oranlar1 bakimimdan HF peynirlerinin daha diisiik degerler alarak daha diisiik diizeyde
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proteolize ugradigi, HS peynirlerinin ise % 29,61 SCA/TA ve 12,61 mg losin/g degerlerine
ulagarak daha yiiksek diizeyde proteolize ugradigi bulunmustur. Tiim peynirlerin SCA,
SCA/TA ve TFAA oranlar1 depolama ile 6nemli 6l¢iide artmistir. Depolama ile peynirlerin
suda ¢Oziiniir fraksiyonlarindaki degisim RP-HPLC peptit profilinde de belirlenmis, HF
peynirlerinin diger peynirlere kiyasla daha az sayida ancak daha yiiksek alanlari olan
hidrofobik peptitler i¢cerdigi bulunmustur. Cig siit peynirlerinde 1s1l islem gérmiis gruplarda
bulunmayan spesifik peptit piklerinin oldugu belirlenmis, bitkisel enzim kullaniminin
peynirler {izerine peptit profilleri agisindan belirgin etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir.
Proteolizin suda ¢Oziinmeyen azot fraksiyonlar1 {izerinden gostergesi olan Urea-PAGE
sonuclari SCA ve TFAA sonuclarinin uyum icinde oldugu bulunmus, Urea-PAGE
elektroforetogramlarinda, 1s1l islem uygulamasi, starter kiiltiir ilavesi ve depolamanin
peynirlerin kazein fraksiyonlarini etkiledigi ancak bitkisel enzim ile siitli pihtilastirmanin,

peynirlerin proteoliz diizeyini diger faktorler kadar etkilemedigi belirlenmistir.

Laktik asit bakterilerinin peynirlerin baskin mikroorganizma grubu oldugu
bulunmus, tim peynirlerde kontaminasyona bagli olarak maya ve kiif varlig1 tespit
edilmigtir. Cig siit peynirlerinde siite 1s1l islem uygulanmamasi nedeniyle, 1sil islem
uygulanmis siitlerden {iretilen peynirlerde kontaminasyon kaynakli, koliform bakterilerin
varlig1 tespit edilmistir. HF peynirlerinde, siite 1s1l islem uygulanip starter kiiltiir ilave
edilmemesine ragmen muhtemelen pihtilagma 6ncesi diger siitlerden kontamine oldugu veya
1s1l isleme ragmen tamaminin inhibe edilemedigi diisliniilen LAB belirlenmistir., LAB'nin
varliginin (6,24-8,65 log kob/g peynir) HF peynirlerinde gergeklesen kisitli asitlik ilerlemesi

ve proteoliz ile iliskili oldugu diistiniilmektedir.

Cig siit peynirleri, daha yliksek miktarda asidik ugucu bilesenlerle karakterize
edilmis ve dogal mikroflora sayesinde en yiiksek tat/lezzet duyusal puanlarina sahip
olmuslardir. Isil islem uygulanmus siite starter kiiltiir ilave edilerek iiretilmis HS peynirleri
ortalama kimyasal ve duyusal 6zelliklere sahip olmus, ancak siite 1s1l islem uygulanip starter
kiiltiir ilave edilmeden peynir iiretildigi durumda, peynirlerin (HF) daha diisiik duyusal
puanlar aldigi, bu peynirlerde depolanma sirasinda 60 giinden itibaren aci tat olustugu
belirlenmistir. HF peynirlerinin diisitk duyusal degerlendirme skorlari almasimin diisiik
diizeyde asidik ugucu madde igermesiyle iliskili oldugu diigiiniilmektedir. Ayrica peynirlerin

ucucu bilesenler acisindan geometrik dagiliminin degerlendirildigi MDS haritasinda 90 giin
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depolanmig HF peynirlerinin digerlerinden uzak bir grupta yer almasi, cogu duyusal ve
fizikokimyasal 6zelliginde oldugu gibi, diger peynirlere gére daha diisiik miktarlarda ugucu

bilesen icermesiyle iliskilendirilmistir.

Peynirlerdeki (in vitro sindirimi sonrasi) 2-20 amino asitten olusan potansiyel
biyoaktif peptitleri iceren fraksiyonlarin (< 3 kDa) ACE inhibitor aktiviteleri ilizerine, diger
ozelliklerde oldugu gibi, 1s1l islem, starter kiiltiir ve pthtilastirict enzim proses faktorlerinden,
1s1l iglem uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin interaksiyonu énemli bulunmustur. ACE
inhibitor aktiviteler bakimindan HF peynirlerinin diisiik degerlere sahip oldugu, taze
peynirler arasinda HS (% 77,30), 30 giin ve daha uzun siire depolanmig peynirler arasinda
ise RF peynirlerinin daha yiiksek degerlere (% 60,31-76,17) sahip oldugu bulunmustur. Cig
stitten iiretilen peynirlerde 90 giinliik depolama siiresince ACE inhibitor aktivitelerde,
biyoaktif peptitlerin salinimi ve parcalanmasiyla iliskilendirilen, artis ve azalislar
belirlenmistir. Isil islem uygulanmis siitlerden {iretilen peynirlerde starter kiiltiir varlig: ile
depolama siiresince ACE inhibitor aktivitelerin ileri proteolize bagh olarak azaldigi, starter

kiiltiir bulunmadiginda ise aksine arttig1 saptanmustir.

Peynirlerin in vitro sindirimi sonrasi kiiclik peptit fraksiyonlarinda (< 3 kDa)
belirlenen ABTS antioksidan aktiviteleri lizerine depolamanin 1 ve 30. giinlerinde 1s1l islem
uygulamasi ve starter kiiltiir ilavesinin interaksiyonu ile 1sil islem uygulamasi ve enzim
kaynaginin interaksiyonu ayr1 ayr1 dnemli bulunmustur. Bu iki durumda; ¢ig siitten starter
kiiltiir kullanilmadan iiretilen (67,24 mM troloks/100 mg peynir) ve ¢ig siitten bitkisel
pihtilastirict kullanilarak tiretilen (64,00 mM troloks/100 mg peynir) peynirlerin antioksidan
aktiviteleri yiiksek bulunmustur. Depolama ile RF peynirlerin antioksidan aktiviteleri
azalmig, HF peynirlerinin antioksidan Ozellikleri artmuis, starter kiiltiir ilave edilen
peynirlerin antioksidan aktiviteleri degismemistir. CUPRAC bakimindan 1s1l islem ve starter
kiiltiir kullaniminin etki ettigi sonuglara gore tiim depolama giinlerinde RF peynirleri en
yiiksek degerleri (13,52-17,20 mM troloks/g peynir) almistir. Depolama ile ¢ig siit
peynirlerinin CUPRAC degerlerinin azaldigi ancak 1sil islem uygulanarak iiretilen

peynirlerin degerlerinin degismedigi bulunmustur.

Bu c¢aligmada amaclandig1 gibi ¢ig ve 1s1l islem uygulanmis siitlerden bitkisel

pihtilasgtirict kullanilarak kegi peyniri iiretilmis ve peynirlere gastrointestinal sindirimin in
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vitro simiilasyonu uygulanarak biyoerisilebilirlikleri belirlenmistir. Bitkisel kaynakli
pihtilastiricilarin geleneksel peynir mayalarina benzer peynirler tiretmesinin beklendigi goz
ontline alindiginda, elde edilen sonuglar, C. cardunculus tiirevi siit pthtilastiricilarinin, kegi
peyniri yapimi i¢in uygun bir alternatif olabilecegini ortaya koymustur. Calismada
arastirilan diger faktorler, 1s1l islem, starter kiiltiir ilavesi ve depolamanin ise iiretimde
kullanilan siit pihtilagtirict  enzimin kaynagindan bagimsiz olarak keg¢i peyniri
karakteristiklerini 6nemli dl¢iide degistirebilecegi belirlenmistir. Calismada, ¢ig ve yiiksek
sicaklikta 1s1l islem gérmiis keci siitiinden bitkisel kaynakli pihtilastirici kullanilarak peynir
iretildiginde peynirin randimani, peynirin sahip olacagi duyusal 6zellikler, ugucu bilesenler
ve biyoaktif 6zellikler hakkinda yeni bulgular ortaya konmustur. Bitkisel ve hayvansal
pihtilagtirict  kullanilarak {iretilen peynirlerin genel olarak duyusal o6zellikler, ugucu
bilesenler ve biyoaktiviteler bakimindan benzer oldugu sonucuna varilmistir. Buna bagh
olarak keci peyniri liretiminde pihtilastirici enzim olarak yabani enginar (C. cardunculus)
proteazinin hayvansal rennete alternatif olarak kullanilabilecegi ortaya konmustur. Sonuglar
peynir endiistrisi i¢in faydali olabilir ve 1s1l islem gormiis keci siitlinden peynir liretiminde
bitkisel pihtilastirict kullammiin yayginlasmasina katki saglayabilir. Ulkemizde C.
cardunculus bitkisinden elde edilen enzimin siit endiistrisinde yaygin olarak kullanilmasi ile
hayvansal rennet kullanimindan kaynaklanan bazi dezavantajlarin  asilabilecegi
diistiniilmektedir. Bitkisel kaynakli bazi siit benzeri 6ziitlerden peynir benzeri iiriinlerin
iretiminde C. cardunculus proteazi kullanimin arastirilmasiyla vegan diyetler i¢in yeni
iriinlerin gelistirilme potansiyeli bulunmaktadir. Ayrintili tekstlir ve duyusal analizler,
peynirlerin olgunlagmasi sirasindaki lipoliz ve biyoaktif bilesiklerinin degerlendirilmesi,
aciligin kontrolii ve peynir liretim parametrelerinin optimizasyonu i¢in daha ileri ¢aligmalara

ihtiya¢ bulunmaktadir.
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EK 5 IN VITRO SINDIRIM SIVILARI VE SINDIRIM ENZIMLERININ HAZIRLANISI

Stok ¢ozeltileri:
No Bilesen Formiil mol/L (M) | g/L
@)) Potasyum kloriir KCl 0.5 37.5
2 Monopotasyum fosfat KH2PO4 0.5 68
3 Sodyum bikarbonat NaHCOs 1 84
4 Sodyum kloriir NaCl 2 117
(©) Magnezyum kloriir hekzahidrat MgClx(H20)s 0.15 30.5
(6) Amonyum karbonat (NH4).CO3 0.5 48
(@) Hidroklorik asit HCI 6
¥ Kalsiyum Kloriir dihidrat CaCl(H20)2 0.3 44.1
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(€)) 15.1 mL 6.9 mL 6.8 mL

2 3.7mL 0.9 mL 0.8 mL

(€)] 6.8 mL 12.5 mL 42.5 mL

4 - 11.8 mL 9.6 mL

(©) 0.5 mL 0.4 mL 1.1 mL

(6) 0.06 mL 0.5 mL -

(@) 0.09 mL 1.3mL 0.7mL

* Tiim sindirim s1vilan distile su ile 400 mL’ye tamamlanmalidir.
Enzimler:
Enzim Marka Aktivitesi Istenen Hazirlanisi
aktivite

a-amilaz Sigma 300-1500 U/mL 1500 U/mL 15 mg a-amilaz + 10 mL tiikiiriik
(A1031) S1vis1

Pepsin Sigma >2500 U/mL 25000 U/mL 100 mg pepsin + 10 mL mide s1vis1
(P7012)

Pankreatin | Sigma >100 U/mL 800 U/mL 80 mg pankreatin + 10 mL bagirsak
(P7545) S1ViS1

Safra Sigma - 160 mM 250 mg safra + 10 mL bagirsak sivisi
(B8631)
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