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Bu calismada daha onceki c¢alismalarda tulum peynirinden izole edilen yiiksek
otolitik aktiviteye sahip Lactobacillus plantarum’un (PFC231, 47MO07, otoliz orani
%36,88)’in kasar peyniri iiretiminde destek kiiltiir olarak olgunlasma siiresinin kisaltilmasi
amactyla endiistriyel kosullarda kullanim potansiyeli arastirilmistir. Kasar peyniri tiretimi
icin kullanilan starter kiltiire (Streptococcus thermophilus) destek olarak Lactobacillus
plantarum, diretimde kullanilan peynir siitine 10’ kob/mL olacak sekilde inokiile
edilmistir. Besiyeri ortaminda otolitik Ozellikleri yiiksek olan L. plantarum’un kasar
peyniri Uretiminde destek kiiltir olarak kullanimi, kasar peynirlerinin 90 giinliik
depolamas: siiresinde peynirlerde lipoliz (toplam serbest yag asitleri degeri ve yag asitleri
kompozisyonu) ve proteoliz (olgunlagsma indeksi) tizerine katki saglamamigtir. Bununla
birlikte yapilan duyusal analiz, otolitik &zellikli L. plantarum’un destek kiiltiir olarak
kullaniminin Kasar peynirinin lezzetine olumlu yonde katki saglamistir (p<0,05).
Calismanin 6zellikle duyusal analiz sonuglart destek kiiltiir kullaniminin olgunlasma
tizerine pozitif etkileri olabilecegine isaret etmektedir. Bundan sonra yapilacak
caligmalarda destek kiiltiiriin daha yiiksek inokulasyon oranlarinda kullanimi ve lezzet
bilesiklerinin kati faz mikroekstraksiyon gibi ekstraksiyon yontemiyle daha kapsamli
olarak ¢alisilmasi onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kasar peyniri, Hizlandirilmig olgunlagma, Lactobacillus plantarum,
Otoliz

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans Tezi Tarim ve Orman Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar ve
Politikalar Genel Miidiirligii (TAGEM) tarafindan TAGEM-13/AR-GE/11 proje numarasi
ile desteklenmistir.

Vi



SUMMARY
M.Sc. Thesis
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In this study, autolytic Lactobacillus plantarum (PFC231, 47M07, autolysis rate of
36.88%), which was isolated from tulum cheese in previous studies, was tested on
industrial conditions as adjuct culture in the production of Kasar cheese for accelerated
cheese ripening. In addition to the starter culture (Streptococcus thermophilus) used in the
Kasar cheese production, L. plantarum was added at a level of 107 cfu per mL of milk in
cheese production. The use of L. plantarum as an adjunct culture in the production of
Kasar cheese did not make a significant contribution to the lipolysis determined by the
total free fatty acid value and fatty acids composition analysis, and proteolysis determined
by ripening index (p>0.05) during 90 days of storage. However, sensory analysis results
showed that the use of L. plantarum as an adjuct culture influenced the flavor of Kasar
cheese positively from the consumer enjoyment point of view (p<0.05). Sensory results
indicated that the use of this autolytic adjunct culture could favorably influence Kasar
cheese ripening. In future studies, the use of the adjunct culture at higher inoculation rates
and the further analyses of flavor compounds by a different extraction method like solid
phase microextraction are highly recommended.

Keywords: Kasar Cheese, Accelerated ripening, Lactobacillus plantarum, Autolysis
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General Directorate of Agricultural Research and Policies under the project number of
TAGEM-13/AR-GE/11.

vii



1. GIRIS

Peynir, muhtemelen iiretimi yapilan en eski gida maddelerinden biridir (Walther
vd., 2008). Siitten peynir liretiminin baslica hedefi raf dmrii ¢ok kisa olan siitiin daha
dayanikli ve uzun siire bozulmadan muhafaza edilebilecek bir {iriine doniistiiriilmesidir.
Uretimi sirasinda siit proteini ve yag1 konsantre edilmekte (siit kompozisyonuna bagl
olarak 5 ila 10 kat), laktoz laktik asit bakterileri tarafindan laktik aside fermente edilmekte
ve son triine farkl sekillerde tuz ilavesi yapilmaktadir. Peynirde asitlik gelisimi ve suyun
uzaklagtirilmasi igslemleri muhafaza kapasitesini arttiran baslica iki islemdir (Freitas vd.,
2013).

Diinya tizerinde 1000’den fazla ¢esidinin oldugu ifade edilen peynir, farkli sekil,
lezzet ve tekstiirel Ozelliklere sahip bir grup siit iriiniinin genel ismidir (Fox, 2011).
Peynirin ilk olarak 8000-8500 y1l 6nce Dicle ve Firat nehirleri arasindaki “Bereketli Hilal”
olarak adlandirilan bélgede (giiniimiizde Irak) (Fox, 2011) ya da Indus vadisinde
(giiniimiizde Karagi, Pakistan) (Ugiincii, 2004) iiretildigine inamlmaktadir. Ik peynirin
bahsedilen cografyalarda gobanlarca siitiin hayvan derilerinde (biiylik bir olasilikla kegi
derisinde) taginmasi sirasinda fermente olup pihtilagsmasiyla bir rastlanti sonucu tretildigi
tahmin edilmektedir (Ugiincii, 2004; Walther vd., 2008). Roma imparatorlugu déneminde
peynir iiretiminin iyi bir sekilde yapildigi ve ayn1 zamanda M.O. 40 ve M.S. 89 yillar1
arasinda yasamis birgok Romali yazar tarafindan peynir iretiminin tanimlandig: ifade
edilmektedir (Fox, 2011). Peynir iiretiminin diinya genelinde yayginlasmasinda gerek Orta
Dogu'dan Bati Avrupa'ya ve Gliney ve Orta Asya'ya yayilan gogebe kabilelerin, gerekse
Romalilarin Avrupa’ya goglerinin 6nemli bir roliiniin oldugu diisiiniilmektedir (Walther
vd., 2008; Fox, 2011).

Peynirin de igerisinde bulundugu siit ve siit trtinleri diyetin 6nemli bir pargasidir ve
beslenme ihtiyaglarinin karsilanmasinda 6nemli bir role sahiptirler. Peynir tiiketimi tilkeler
arasinda onemli farkliliklar gdstermektedir. Ornegin Japonya ve Meksika’da kisi bagmna
yillik tiiketim sirasiyla 1,7 ve 2,7 kg iken bu rakam Yunanistan, Fransa, Almanya ve italya
gibi Avrupa iilkelerinde 20 kg’ iizerine ¢ikmaktadir (McCarthy vd., 2013). Ulkemizde
Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine yore 2017 yilinda 689908 ton peynir iiretilmis
olup, bu peynirlerin 662151 tonu inek siitiinden yapilan peynirler ve geri kalan 27758

tonunu da diger hayvan siitlerinden (koyun, keci, manda siitleri ve bu siitlerin karigimi)



yapilan peynirler olusturmaktadir. Ulusal Siit Konseyi tarafindan kisi basina yillik
tilketimin 2017 yil1 itibariyle 17,8 kg oldugu bildirilmektedir (Ulusal Siit Konseyi, 2018).

Ulkemizde iiretilen elliden fazla peynir ¢esidi icerisinde beyaz peynir, Kasar peyniri
ve tulum peyniri en yaygin olarak iiretilip tiiketilen (Hayaloglu vd., 2007) ve digerlerine
kiyasla daha yiiksek ekonomik deger tasiyan peynirlerdir. Beyaz peynirden sonra
tilkemizde en fazla iiretilip tiiketilen peynir olan kasar peyniri, peynir pihtisinin belirli bir
asitlik derecesinde tuzlu sicak suda haslanmasiyla iiretilen plastik telemeli (pasta filata) bir
peynir cesididir. Kasar peyniri “olgunlastirilmis” olarak tiiketilen bir peynir olmasina
karsin yapilan yasal diizenlemelerle “taze” olarak da pazarlanip tiiketilebilmektedir. Tiirk
Gida Kodeksi (TGK) Peynir Tebligi’ne gore olgunlastirma siiresinin agirligi 1,5 kg ve
altinda olan peynirlerde en az 45 giin ve agirlig1 1,5 kg’dan fazla olan peynirlerde en az 90
giin olmas1 gerekmektedir (Anonim, 2015). ilgili tebligde kasar peyniri etiketinde “eski”
ifadesinin kullanilabilmesi i¢in peynirin en az 120 giin olgunlastirilmasi zorunlu hale
getirilmistir.

Ulkemizde geleneksel olarak iiretilen eski kasar peynirlerinin iiretimi &zellikle
ekonomik dezavantajlari nedeniyle azalmakta ve kasar peynirinin daha c¢ok
olgunlagtirllmadan pazarlanmasi yoluna gidilmektedir. Bunun yaninda etiketinde “eski
kasar” ibaresiyle pazarlanan bazi kasar peynirlerinin tiretiminde eritme tuzlari kullanildig
ve bu sayede peynire lezzet kazandirilmaya g¢alisildigi belirtilmektedir. Kasar peyniri
tiretiminde olgunlagma stiresinin kisaltilmas1 ya da bir diger ifade ile olgunlasmanin
hizlandirilmasi; peynirde hizli lezzet gelisimini saglayarak uzun olgunlagma siirelerinden
kaynaklanan daha ¢ok ekonomik dezavantajlar1 azaltabilecektir.

Otoliz, bakteriyel hiicre duvarinin otolisinler olarak adlandirilan peptidoglikan
hidrolazlari tarafindan pargalanmasi olarak tanimlanmaktadir. Otoliz ile enzimler ve DNA
gibi hiicre i¢i materyaller ortama saliverilmektedir. Laktik asit bakterilerinin hiicre i¢i
enzimleri siitte bulunan siit proteinleri ve siit yagi gibi besin 6gelerinin pargalanmasi ve
peynir tiretiminde lezzet gelisimi i¢in elzemdirler (Al-Saleh vd., 2014). Yapilan ¢alismalar
laktik asit bakterilerinin otolizinin peynir olgunlastiriimasinin hizlandirilmasinda olumlu
katkilar saglayabilecegine isaret etmektedir.

Yapilan literatiir taramasinda kasar peyniri liretiminde hizli olgunlastirma amaciyla
otolitik laktik kiiltiiriin (Lactococcus lactis subp. lactis) kullanim ile ilgili yalnizca bir
calismaya rastlanmistir (Goze, 2018). Bu tez calismasinda kasar peyniri iiretiminde otolitik
ozelliklere sahip Lactobacillus plantarum’un destek kiiltiir olarak kullanilmasi, otolitik

destek kiiltiir kullaniminin kasar peynirinin temel olgunlagsma parametrelerine (proteoliz,



lipoliz, aroma bilesikleri ve duyusal 6zellikler) ve dolayisiyla olgunlagma hizina etkisinin

belirlenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), bircogu genel olarak giivenli (Generally Recognized
as Safe, GRAS) veya giivenli oldugu varsayilan (qualified presumption of safety, QPS)
statiide kabul edilen heterojen bir bakteri grubudur (Korhonen, 2010). LAB, bitkiler ve
fermente gidalar (tursular, salamura zeytinler, fermente siit ve et triinleri vb.) ile
karbonhidrat bakimindan zengin herhangi bir ortamda yaygin olarak bulunabilen
mikroorganizmalardir. Gram-pozitif bakteri grubu olan LAB, katalaz negatif,
Sporolactobacillus inulinus disinda spor olusturmayan kok ya da g¢ubuk seklinde
bakterilerdir (Axelsson, 1998; Florou-Paneri vd., 2013). Genellikle aerotolerant olan LAB,
pPH<5 olan kosullarda (Kilig, 2010) ve genellikle 10-45°C arasindaki sicakliklarda
gelisebilen ve asit, alkali ve tuza direng gosterebilen mikroorganizmalardir (Axelsson,
1998).

Homofermentatif LAB, karbonhidratlar1 tek veya baslica nihai iiriin olarak laktik
aside dontstiiriirken, heterofermentatif olanlar laktik asit yaninda etanol, asetik asit ve
karbondioksit gibi ek triinler de tretmektedirler (Florou-Paneri vd., 2013). LAB'nin ana
metabolizmasi, oncelikle laktik asit ve enerji treterek farkli karbonhidratlarin ve ilgili
bilesiklerin pargalanmasidir (Axelsson, 1998; Florou-Paneri vd., 2013). Birgok bakteri tiirii
birincil ya da ikincil fermantasyon iirlinii olarak laktik asit tiretse de, tipik laktik asit
bakterileri, Lactobacillus, Carnobacterium, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Vagococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Tetragonococcus, Aerococcus and
Weissella cinslerinin yer aldigi Lactobacillales takiminin iiyeleridirler (Florou-Paneri vd.,
2013).

Laktik asit bakterileri, geleneksel olarak siit, tahil, sebze ve et bazli fermente
gidalar ile ya bu fUriinlerin iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmalari ya da ilgili
gidalarin dogal fermantasyonlarina yol agmalarindan dolay1 iligkilendirilmektedirler. Bazi
laktik asit bakterileri, tiiketicilere saglik agisindan yarar saglamak veya hayvan sagligini
iyilestirmek icin eklenen probiyotikler olarak da kullanilmaktadirlar. Bu nedenlerle LAB

tirleri, gida ve yem endiistrisi icin ekonomik olarak olduk¢a onemlidirler (Korhonen,
2013).



Starter kiiltiir kullanilarak {iretilen siit tirtinlerinde LAB; (1) laktik asit olusumu, (2)
lezzet bilesikleri tretimi (laktik asit yaninda diasetil, asetaldehit vb.) ve (3) bazi
durumlarda tiriine 6zgti 6zellikler kazandirilma amaglariyla kullanilmaktadirlar (Urbach,
1995). S6z konusu temel rollerinin yaninda bazi1 LAB, bakteriyosinler gibi antimikrobiyal
maddelerin {iretimi (Ryan vd., 1996; Martinez vd., 2015), fonksiyonel gida bilesenlerinin
tiretimi (biyoaktif peptitler, konjuge linoleik asitler vb.) (Colakoglu ve Gursoy, 2011),
kolesterol asimilasyonu (Tomaro-Duchesneau vd., 2014) ve diger bazi saglik etkileri ile
fonksiyonel fermente gidalarin iiretimlerinde de kullanilir hale gelmislerdir.

LAB, peynirin mikrobiyal florasini olusturan baglica mikroorganizmalardir. Peynir
mikroflorasindaki LAB, starter kiiltlirler ve/veya ikinci mikroflora olmak tizere iki kisimda
incelenmektedir (Urbach, 1995; Cogan, 2002). S6zkonusu mikroflora peynir olgunlagmasi
boyunca peynir lezzeti ve tekstiiriiniin gelismine katki yaparken, starter LAB laktoz
fermentasyonu yolu ile organik asitler (baslica laktik asit) liretmekte ve peynir asitligini
yiikselterek pH’sin1 diisiirmektedirler (Glirsoy ve Kesenkas, 2011). Peynir iiretiminde
kullanilan baslica LAB tirlerinin Lactococcus lactis, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus delbrueckii ve Streptococcus thermophilus oldugu bilinmektedir.

Peynir iiretimi sirasinda baslangigta 10%-10%° kob/g seviyelerinde ya da iistiinde
olan starter LAB sayis1 peynirde stres faktdrlerine bagli olarak (tuz konsantrasyonu, laktoz
konsantrasyonunun azalmasi, diisiik depolama sicakliklar1 vb.) olgunlasma siiresince
azalmaktadir (Giirsoy ve Kesenkas, 2011; Steele vd., 2013). Peynirde LAB sayisinin
azalmasindaki fakorlerden biri de starter LAB’nin otolitik ozelligidir. Otolitik ozellige
sahip olan LAB stres faktorlerine bagli olarak lize olmakta ve hiicre i¢ci materyal ve
ozellikle enzimler peynir ortamina saliverilmektedir (Lortal ve Chapot-Chartier, 2005). Bu
durum peynir olgunlagsmasinda Onemli olan proteoliz ve lipoliz gibi biyokimyasal
reaksiyonlart hizlandirarak peynir lezzeti gelesimini kisaltabilmekte ve dolayisiyla
olgunlagsma siiresinin kisalmasina katki saglamaktadir (Urbach, 1995; Kawabata vd.,
1997). Otolitik 6zellikli LAB’nin peynir iretiminde kullanimi peynirde hizli lezzet
gelisiminin saglanmas1 ve dolayisiyla olgunlasmanin hizlandirilmasinda kullanilan

yaklasimlardan biridir.

2.2.  Bakterilerde Hiicre Duvari Yapisi ve Otoliz
Bakteri hiicrelerinde hiicre duvarit hiicrenin seklinin olusmasindan sorumlu
kompleks ve yari sert bir yapidir. Hiicre duvarinin baglica fonksiyonu hiicre i¢indeki su

basinct hiicre disindaki basingtan yiiksek oldugunda hiicrenin pargalanmasini 6nlemektedir



(Tortora vd., 2013). Hiicre duvari hiicrenin yapisal biitinliigiiniin korunmasi ve seklinin
olugmasindaki roliinden baska ¢ok sayida makromolekiiliin hiicreye tutunmasi igin bir
iskele gorevi gérmektedir (Suvorov vd., 2009).

Bakteriyel hiicre duvarinin temel ve spesifik bir yapisal bileseni olan peptidoglikan
(ya da miirein), sitoplazmik membranin ¢evresinde ag benzeri bir katman olugturarak hiicre
sertliginin ve seklinin olusumunu saglamaktadir. S6z konusu yapi hiicreyl ozmotik
bozulmalardan da korumaktadir. Hiicre biiyiimesi sirasinda mutasyon ve antibiyotik gibi
etmenlerle biyosentezinin bozulmasi veya lizozim gibi enzimlerle yapisal bozulmasi
hiicrenin lizisi ile sonuglanmaktadir (Anonim, 2019).

Peptidoglikan, 4 veya 5 amino asitten olusan kisa zincirli peptitler ile birbirine
baglanan N-asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik asit (NAM) zincirlerinin ag
benzeri bir polimeridir (Cokmiis, 2010; Tortoro vd., 2013; Todar, 2018; Anomim, 2019).
Muramik asit ifadesi duvar anlamina gelen murus kelimesinden tiiremistir (Tortoro vd.,
2013). Peptidoglikan yapisina katilan NAG ve NAM’mn kimyasal yapilart ve B-1,4 bagi ile
baglanmalar1 Sekil 2.1°de verilmistir. Peptit zincirleri, N-uglarindan NAM’mn laktil
grubuna kovalent bag ile baglanmaktadir. LAB'de, govdedeki 4 amino asitten olusan
peptidin amino asit dizisinde birinci, ikinci ve dordiincii pozisyonlarda sirasiyla L-alanin,
y-D-glutamik asit ve D-alanin bulunmaktadir. Ugiincii pozisyondaki amino asit ise bir di-
aminoasit olup bu pozisyonda L-lisin (¢ogunlukla), mezodiaminopimelik asit (MDAP)
veya L-ornitin bulunabilmektedir (Chapot-Chartier ve Kulakauskas, 2014). Yapidaki s6z
konusu amino asitlerin D ve L formlarmin dalgali bir desende (L-D-L-D) olmasi
onemlidir, zira diger protein yapilarinda sadece L formdaki amino asitler bulunmaktadir
(Tortoro vd., 2013).

Birgok Gram-pozitif bakteri hiicre duvari peptidoglikanin ¢ok sayida katmanini
icermektedir ve bu durum hiicre duvarina kalin ve sert bir yap1 kazandirmaktadir. Ayrica
Gram-pozitif bakterilerde hiicre duvari baglica bir alkol (6rnegin gliserol veya ribitol) ve
fosfattan meydana gelen teikoik asitler (peptidoglikan tabakasini kaplayan ve onu hiicre
zarina baglayan lipoteikoik asit ve hiicre duvan teikoik asidi) icermektedir (Tortoro vd.,
2013). Gram-negatif bakterilerde ise farkli olarak hiicre duvari ince bir peptidoglikan
katmanindan olugmaktadir. Gram-pozitif bakterilerde peptidoglikan ag yapisinin sematik
gosterimi Sekil 2.2 ve bu yapiy: hidroliz eden hidrolaz enzimleri ve ilgili enzimlerin 6zel

kesim bolgeleri Sekil 2.3’te verilmektedir.



N-asetilglukozamin N-asetilmuramik asit

(NAG) (NAM)

Sekil 2.1. Peptidoglikan yapisina katilan N-asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik
asidin (NAM) kimyasal yapilar1 (Tortoro vd., 2013)

N-asetilglukozamin (NAG)

N-asetilmuramik asit (NAM)

p-Glu :> Tetrapeptit

Pentapeptit

Sekil 2.2. Bakterilerde peptidoglikan ag yapisinin sematik gosterimi (Anonim,
2019’dan uyarlanmstir)



Glukozamidaz Muramidaz

Karboksipeptidaz

Sekil 2.3. Peptidoglikan hidrolaz enzimleri ve kesim bolgeleri (Chapot-Chartier ve
Kulakauskas, 2014’ten uyarlanmaistir)

Bakteriyel hiicre duvarinin stirekli sekil degistirmesi hiicrenin biiyiimesi, boliinmesi
ve spor olusturmast icin gereklidir. Hiicre duvarinin sekil degistirmesi, yeni
peptidoglikanin sentezi ile es zamanli olarak eski miireinin kontrollii degradasyonu ve geri
doniistimii islemlerini kapsamaktadir (Suvorov vd., 2009). Sentez ve hidroliz enzimleri
arasindaki hassas dengenin bozulmas: hiicre gelisiminin durmasi veya hiicrenin lizisi ile
sonuclanabilir (Shockman vd., 1996). Miireinin sekil degistirmesi islemi i¢in “otolisinler”
olarak isimlendirilen spesifik peptidoglikan hidrolaz enzimleri gereklidir. Bakteriyel
peptidoglikan hidrolazlar, peptidoglikan zinciri ve yan zincir dallarindaki baglarin
parcalanmasindan sorumlu enzimlerdir. Bakteriyel peptidoglikan hidrolazlarinin {i¢ ana
smift; (1) glikanin omurgasint parcalayan glukozidazlar, (2) peptit yan zincirlerini
parcalayan amidazlar ve (3) peptit yan zinciri arasindaki baglar1 parcalayan peptidazlardir
(endopeptidazlar ve karboksipeptidazlar) (Sharma vd., 2016). Otolisinler litik

transglikosilaz, DD-endopeptidaz, karboksipeptidaz, N-asetilmuramidaz (lizozim),



asetilglukozaminidaz ve N-asetilmuramil-L-alanin amidaz gibi enzimleri kapsamaktadir
(Suvorov vd., 2009). Otolisinler tarafindan miireinin enzimatik pargalanmasi “otoliz”
olarak isimlendirilmekte ve otoliz sonucunda hiicre i¢i materyal ortama saliverilmektedir
(Husson-Kao vd., 2000). Otolisinler ozellikle hiicrenin stres kosullarina maruz kalmasi
durumunda aktivite gostererek hiicre duvarinin parcalanmasina yol acabilmektedirler
(Chapot-Chartier ve Kulakauskas, 2014). Hiicrenin otolizi, hiicre duvarmin yapimi ya da
tamiri inhibe oldugunda peptidoglikan hidrolazlarinin kontrolsiiz aktivitesinin bir sonucu
olarak meydana gelmektedir (Visweswaran vd., 2017).

Bakteri hiicrelerindeki bazi otolitik enzimler ve fonksiyonlari Tablo 2.1°de
verilmektedir (Sharma vd., 2016). Farkli bakterilerde otolizden sorumlu bir veya birden
fazla enzim bulunmaktadir (QDstlie vd., 1995; Lemée vd., 1994; Cibik ve Chapot-Chartier,
2000). Ornegin Escherichia coli’de 18 (Suvorov vd., 2009), Lactobacillus helveticus’da 9,
L. plantarum ve L. casei’de 12 peptidoglikan hidrolaz enziminin bulundugu rapor
edilmistir (Chapot-Chartier ve Kulakauskas, 2014). Lortal vd. (1997) tarafindan L.
helveticus’da N-asetilmuramidaz’in, L. fermentum’da N-asetilmuramidaz, amidaz ve
endopeptidazin ve Rolain vd. (2012) tarafindan L. plantarum’da N-asetilglukozaminidaz
ile D,L-endopeptidazin hiicre otolizinde gorevli baslica hidrolitik enzimler oldugu
bildirilmektedir.

Tablo 2.1. Bazi otolisinler ve fonksiyonlari (Chapot-Chartier ve Kulakauskas, 2014;
Sharma vd.,2016)

Enzim Grubu Otolitik Enzim/ler Fonksiyon
Glikozidaz Komsu seker kalintilarindan N-
N-asetilglukozamidazlar asetil-D-glukozamin (NAG)

kalintilarini ayirir.
N-asetilmuramik asit (NAM) ile
N-asetilmuramidazlar NAG arasindaki B-1,4 glikozidik
bagini parcalar.
Amidaz N-asetilmuramik asit ve L-alanin
N-asetilmuramil-L-alanin arasindaki  bagr  (peptit yan
amidaz zincirleri ve glikan iplikcikleri
arasindaki bag1) pargalar.
Endopeptidaz Peptit zincirindeki iki amino asit
. arasindaki peptit bagini parcalar.
DD-, DL+, veya LD-peptidazlar Peptit zincirinde peptit ucundaki
bag1 parcalar.

Karboksipeptidaz




Peptidoglikan hidrolazlarinin aktivitesi ile hiicre duvarinda olusan hasarlar
(catlaklar, delikler vb.) ilgili enzimlerin bulundugu lokasyonlarda goriilmektedir. Otolizin
baslangi¢ asamalarinda hiicre duvarinda olusan bosluklar ve kii¢iik delinmeler ilerleyen
asamalarda biiytimektedir. Otoliz sonucunda hiicre morfolojisinde goriilen degisimler Sekil

2.4’te verilmistir (Zambonelli vd., 2002).

Sekil 2.4. Lactobacillus brevis’in 30 giin MRS s1v1 besiyerinde inkiibasyonu sonunda
hiicre duvarinda doku bozulmalar1 ve delinmeler (A) ve 60 giin inkiibasyonu sonunda

hiicre duvarinda hiicre duvarmin par¢alanmasi (B) (Zambonelli vd., 2002).

Laktik asit bakterilerinde otolitik aktivitenin tiir ve susa bagli olarak farklilik
gosterdigi bir¢ok ¢alismada tespit edilmistir (Lemée vd., 1994; Ostlie vd., 1995; Kozakova
vd., 2010). Ornegin Cibik ve Chapot-Chartier (2004) 9 farkli Lactobacillus pentosus
susunun potasyum fosfat tamponunda (50 mmol/L, pH=6,5) 30°C’de 24 saat inkiibasyonu
sirasindaki otoliz oranlarinin susa bagl olarak %34 ile %94 arasinda degisim gosterdigini
belirlemistir. Ouzari vd. (2002) Tunus’ta tretilen geleneksel fermente siit tiriinlerinden
izole edilen 25 Lactococcus lactis ve 6 Lactococcus cremoris susunun otoliz derecelerinin
susa baglh olarak degistigini bildirmistir. Konu ile ilgili baska bir ¢alismada El-Din vd.
(2002) Misir’da ¢ig siitten lretilen Domiatti ve Mish peynirlerinden izole ettikleri 3
Enterococcus durans ve 10 Enterococcus faecium susunun potasyum fosfat tamponunda
(pH=5,5) 10 ve 37°C’de belirledikleri otoliz degerlerinin test edilen susa gore degisim
gosterdigini tespit etmislerdir. Benzer sekilde Langsrud vd. (1987), 45 farkli laktokokun
otolitik ozelliklerini inceledigi caligmalarinda otolitik o6zelligin tiirler i¢cinde oldukga
degiskenlik gosterdigini, Lactococcus lactis subsp. cremoris suslarinin tampon ortaminda
belirlenen otoliz oranlarinin %16-79 arasinda, Lactococcus lactis subsp. lactis suslarinin

otoliz oranlarinin ise %24-87 arasinda degisim gosterdigini bulmustur. Benzer sonuglar
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Cibik ve Chapot-Chartier (2004) tarafindan Lactobacillus pentosus’un 9 farkli susu ile
yapilan ¢alismada da elde edilmistir. Ilgili ¢alismada Lactobacillus pentosus suslarmin
otolitik aktivitelerinin %34 (CNRZ 1559) ile %94 (CNRZ 1091) arasinda degisim
gosterdigi tespit edilmistir. Cibik ve Chapot-Chartier (2000) tarafindan yapilan ¢alismada
da sit ve siit {irtinlerinden izole edilen 59 Leuconostoc tiir/susunun otolitik aktivitesi 50
mmol/L potasyum fosfat tampoununda ve pH 6,5’de 30°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda
belirlenmistir. Calisma sonucunda Leuconostoc tiir/suslarinin otolitik aktivite degerlerinin
tiir/susa baglh olarak degistigi, en yiiksek otolitik aktivite degerinin Leuconostoc
mesenteroides CNRZ 51L susunda en diisiik otolitik aktivite degerinin ise Leuconostoc
citreum CNRZ 22N susunda belirlendigi rapor edilmistir.

Kang vd. (1998) tarafindan 7 farkli laktik asit bakterisinin (Lactobacillus
bulgaricus, L. casei ssp. casei, L. casei ssp. pseudoplantarum, L. casei ssp. rhamnosus, L.
plantarum, L. sake ve L. curvatus) otolitik aktiviteleri 40°C’de ve pH 5,5’de farkli tampon
(K2PO4 ve NaPO4) ve tuz konsantrasyonlarinda (0,2 M NaCl, 0,1 M KCI, 0,5 M KCI)
arastirilmistir.  Calismada 0,2 M NaCl igeren ortamda en yiiksek otoliz derecesi (%78) L.
bulgaricus UL12’de gozlenmis iken, L. casei L2A ve L. casei 137’nin otoliz dereceleri
sirastyla %56 ve 67 olarak belirlenmistir. Yine otolize KoPO4 konsantrasyonlarinin (0,1 ve
1 M) etkileri arastirilmis ve en yiiksek otoliz degerlerine 1 M K2PO4 konsantrasyonunda L.
casei L2A (%92) ve L. casei 137°de (%88) ulasilmistir. Calisma sonucunda arastirmacilar,
calismada kullanilan bakterilerin otoliz derecelerinin tuz konsantrasyonu ve kullanilan
tampon ¢ozeltiye gore degisiklikler gosterdigi sonuglarina ulagmislardir.

Bakterinin ¢ogalma evresi otoliz aktivitesi lizerinde etkili faktorlerden biridir.
Giinlimiize kadar olan yapilan calismalarda farkli laktik asit bakterilerinin (Lactobacillus
acidophilus CRL 640, L. acidophilus, L. helveticus, L. casei, Lactobacillus bulgaricus, L.
plantarum, L. sake ve L. curvatus vb.) en yiiksek otolitik aktivite degerlerinin erken tissel
biiylime fazindaki (Kang vd., 1998) veya iissel biiyiime fazindaki (Ohmiya ve Sato, 1975;
Murga vd., 1995; Ostlie vd., 1995) hiicrelerinde belirlendigi goriilmektedir.

Otolitik aktivite tizerine sicaklifin etkilerinin incelendigi ¢aligmalarin birinde El-
Soda vd. (1995) peynirden izole edilen farkli cinslere ait (Leuconostoc, Pediococcus,
Lactococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium ve Propionibacterium) bakterilerin otolitik
aktiviteleri tizerine farkli inkiibasyon sicakliklarinin (10, 20, 30, 40 ve 50°C) etkisini
arastirmistir. Arastirmacilar tarafindan en yiiksek otoliz oranlarinin mikroorganizmalarin

optimum gelisme sicakliklarinda ya da optimum gelisme sicakliklarina yakin sicakliklarda
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belirlendigi rapor edilmistir. Benzer bulgularin elde edildigi diger bir ¢alismada Cibik
(2010) tarafindan iki farkli Leuconostoc mesenteroides susunun otolitik aktivitesi lizerine
farkl1 inkiibasyon sicakliklarinin (7, 12, 20, 30, 42 ve 50°C) etkisi arastirilmis ve otoliz i¢in
en iyi sicakligin Leuconostoc suslarinin optimum c¢ogalma sicakligi olan 30°C oldugu
belirlenmistir. EI-Din vd. (2002) farkli enterokok tiir ve cinslerinin potasyum fosfat
tamponunda (27,2 g/L), pH 5,5’de ve 58,5 g/L NaCl varliginda 10 ve 37°C’deki otolitik
aktivitelerini belirlemiglerdir. Caligma sonucunda 37°C’deki otolitik aktivitenin 10°C’deki
otolitik aktiviteden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Konu ile ilgili bir bagka ¢aligmada
Ostlie vd. (1995) 21 propiyonik asit bakterisi susunun potasyum fosfat tamponundaki
(50mM, pH 7,0) en yiiksek otolitik aktivitelerinin 30-40°C sicakliklarda oldugunu tespit
etmistir. Benzer sekilde Propionibacterium freudenreichii CNRZ 725’in 0,1 M potasyum
fosfat tamponunda (pH=5,8) farkli sicakliklardaki (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 ve
55°C) otolitik aktivilerinin belirlendigi ¢alismada en yiiksek otolitik aktivite degerinin
40°C’de belirlendigi bildirilmistir (Lemee vd., 1994). Kozakova vd. (2002) tarafindan
yapilan c¢alismada ¢ig siit ve peynir orneklerinden izole edilen 23 Lactococcus lactis ve
Lactococcus cremoris izolati arasinda en yiiksek otolitik aktivitenin belirlendigi
Lactococcus lactis HMMS81’in otolitik aktivitesi lizerine farkli inkiibasyon sicakliklarinin
(13, 30, 45 ve 56°C) etkisi arastirilmigtir. Arastirma sonucunda 6 giine kadar yapilan
inkiibasyonlarda en yiiksek otolitik aktivitenin 30°C’de belirlendigi rapor edilmistir.
Otolitik aktivite {izerine pH’nin etkisinin arastirildigi c¢alismalarin  birinde
Lactococcus lactis HMM81 ve Lactococcus lactis subsp. lactis NIZO B643’iin sodyum
sitrat tamponunda 13°C’de 12 giinliik inkiibasyonu sirasinda farkli pH degerlerinin (4, 5, 6,
6,5, 7 ve 8) etkisi arastirilmis ve en yiiksek otolitik aktivite degerleleri pH 5-6,5 araliginda
belirlenmistir (Kozakova vd., 2002). Baska bir ¢alismada L. acidophilus ve L. gasseri
suslarimin pH 5’te pH 7’den daha fazla otolitik aktivite gosterdigini rapor edilmistir
(Masuda vd., 2005). Cibik (2010) tarafindan yapilan ¢alismada ise iki farkli Leuconostoc
mesenteroides susunun asidik ve bazik pH’larda otolitik aktivitelerinin azaldig: tespit
edilmis olup optimal aktivitenin pH 6-7 arasinda gerceklestigi bildirilmistir. Ayn1 sekilde
Streptococcus thermophilus DN-001065’in otolizinin pH 5’in altinda inhibe oldugu
belirlenmistir (Husson-Kao vd., 1999). Mou vd. (1976) Lactococcus lactis subsp.
cremoris’in ML1 ve HP suslarinin en yiiksek otolitik aktivite degerlerlerinin pH 6-7
arasinda elde edildigini bildirmistir. Benzer bir bulgu Lactobacillus acidophilus’un otolitik

aktivitesi lizerine pH 5,5 ile 8 arasindaki pH degerlerinin etkisinin arastirildigi bir
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calismada da belirlenmis olup, optimum otolitik aktivitenin pH 6,5-7 arasinda gorildigi
gozlenlenmistir (Ohmiya ve Sato,1975).

Koch vd. (2007) L. delbrueckii subsp. lactis’in otolitik aktivesi tizerine farkli tuz
konsantrasyonlarinin (%0, 1, 1,5, 2,5 ve 3,5) etkilerini arastirmistir. Calisma sonuglart %0,
1 ve 1,5 (1. Grup) tuz konsantrasyonlarindaki otolitik aktivitenin ve benzer sekilde %2,5 ve
3,5 (2. Grup) tuz konsantrasyonlarindaki otolitik aktivitenin istatistiksel olarak benzer
oldugunu gostermistir. Genel olarak tuz konsantrasyonunun artmasiyla otolitik aktivitenin
arttig1 rapor edilmistir. Konu ile ilgili baska bir ¢alismada Lactococcus lactis HMMS81’in
sodyum sitrat tamponunda (pH 5) 12 ginliik inkiibasyonu sirasinda farkli NaCl
konsantrasyonlarindaki (0, 2, 6,5, 10 ve 15 g/L) otolitik aktiviteleri belirlenmis ve yliksek
otolitik aktivite degerlerinin 6,5, 10 ve 15 g/L tuz konsantrasyonlarinda elde edildigi
bildirilmistir (Kozkova vd., 2010). Benzer sekilde Lactococcus lactis suslarinin en yiiksek
otolitik aktiviteyi yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gosterdigi tespit edilmistir (Ramirez-
Nunez vd., 2011). El-Kholy vd. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada 7 farkli laktik asit
bakterisinin (Lactobacillus plantarum, L. brevis, L. casei, L. helveticus, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. lactis ve L. fermentum) farkli NaCl
konsantrasyonlarindaki (0,1, 0,5, 1 ve 2 M) otolitik davranislart arastirilmistir.
Arastirmacilar laktik asit bakterilerinin farkli tuz konsantrasyonlarindaki otolitik
davraniglarinin  tiir bazinda degisiklikler gosterdigini belirtmislerdir. Calismada L.
helveticus CNRZ 32, L. casei UL1, L. plantarum CNRZ 425, L. fermentum CNRZ 229 ve
L. brevis CNRZ 423 suslarinin NaCl varliginda daha yiiksek otolitik aktivite gosterdigi
belirlenirken diger suslarin bazilarmin NaCl varliginda daha diisiik otolitik aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Dako vd. (1995) farkli cinslere ait (Lactococcus, Lactobacillus
ve Pediococcus) 9 laktik asit bakterisinin fosfat tamponundaki otolitik aktivitesi iizerine
%2, 4 ve 8 (agirlik/hacim) tuz konsantrasyonlarinin etkilerini incelemis ve Lactobacillus
casei L2A ile Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum 137’nin optimum otolitik
aktivitesinin %2-4 NaCl konsantrasyonlarinda goriildiigiini bildirmiglerdir.

Ohmiya ve Sato (1975) tarafindan yapilan ¢aligmada L. acidophilus, L. helveticus
and L. casei suslarinin -20°C’de depolanmasiin ya da ortama Ca?* veya Mg?"* iyonlarmin
ilavesinin otolitik aktiviteyi arttirdig1 belirlenmistir. Benzer bir bulgu konu ile ilgili olarak
Ouzari vd. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada da elde edilmistir. Calismada ortamda 1, 10
ve 15 mmol/L CaCl; bulunmasmim Lactococcus tiirlerinin otolitik aktivitesine etkisi

arastirilmis ve en yiiksek otolitik aktivite 15 mmol/L CaCl; igeren ortamda elde edilmistir.
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Yapilan c¢alismalarda bakteri hiicrelerinin ¢ogalma ortamindaki karbonhidrat
kaynaginin otolitik aktiviteyi etkiledigi de gosterilmistir. Konu ile ilgili olarak yapilan bir
calismada Lactococcus lactis subsp. cremoris CO ve 2250 suslarinin otolitik aktivitelerinin
glukoz varliginda arttigr ancak laktoz ve galaktoz varliginda azaldigi tespit edilmistir

(Riepe vd., 1997).

2.3.  Peynir Olgunlasmasi ve Otoliz

Peynir ilk ftretilen ve en popililer olan gidalardan biridir. Giliniimiizde diinya
tizerinde 1000°den fazla peynir ¢esidinin var oldugu tahmin edilmektedir (Gunasekaran ve
Ak, 2002; Fox, 2011). Peynir firetiminin ilk amaci siitteki temel besin Ogelerinin
korunmasini saglamaktir. S6z konusu koruma peynir iiretimi sirasinda asitlik gelisimi,
suyun uzaklastirilmasi, diisiik redoks potansiyeli ve tuzlama iglemleriyle saglanmaktadir.
Ancak cok az sayida peynir ¢esidinde depolama siireci boyunca mikrobiyolojik ve/veya
enzimatik degisiklerin dnlenmesi icin yeterli kuruma saglanabilmekte ve yiliksek seviyede
tuzlama yapilabilmektedir. Bir¢ok peynir ¢esidinin kompozisyonu ise depolama sirasinda
“olgunlagsma” olarak isimlendirilen biyolojik ve enzimatik aktivitelerin gerceklesmesine
uygundur (Fox vd., 1996). Her bir peynir g¢esidinin kendine 0zgii bazi &zellikleri
olgunlagma sirasinda meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlarla olugsmaktadir.

Peynirlerde lezzet gelisimi (i) siit tipi ve kompozisyonu, (ii) tiretim kosullar1 ve (iii)
peynir matriksinde bulunan mikroorganizma ve enzimlerin etkiledigi dinamik bir
biyokimyasal stiregtir (Steele vd., 2013). Peynirde lezzet gelisimini etkileyen baslica
faktorler Sekil 2.5°te 6zetlenmektedir. Mikroorganizma ve enzimlerin lezzete katkilarinin
onemli bir bolimii karmasik bir biyokimyasal siire¢ olan peynir olgunlagsmasi ile
saglanmaktadir. Peynir olgunlagmasi sirasinda besin Ogelerinde glikoliz, lipoliz ve
proteoliz ile sekillenen degisimlerin (Olson, 1990; Fox vd., 1996; Smit vd., 2000; Yvon ve
Rijnen, 2001) yaninda ¢ok sayida ikincil doniigiimler de (amin, organik asit, silfiir
bilesikleri, keton, lakton, aldehit, ikincil alkoller vb. bilesiklerin olusumu) meydana
gelmektedir (El Soda, vd., 1995; Yvon ve Rijnen, 2001). S6z konusu degisimleri katalize
eden mikroorganizma ve enzimler Sekil 2.6’da 6zetlenmistir.

Siitteki laktozun 6nemli bir boliimii (~%98) peynir liretimi sirasinda peyniraltt suyu
ile peynir pithtisindan ayrilmakta ve geriye kalan laktoz cogunlukla L-laktik aside fermente
edilerek peynir pH’sin1 yaklagik 5’e diistirmektedir (Fox vd., 1996). Baz1 peynir tiplerinde

fermentasyon sirasinda laktoz laktik asidin yami sira propiyonik asit, asetik asit gibi
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organik asitler ile diasetil gibi lezzet bilesiklerine de metabolize edilebilmektedir (Smit vd.,

2000; Azarnia vd., 2006).

Peynir Uretim Kosullar:

(Pihtt  kompozisyonu, tuzlama
sekli ve konsantrasyonu,
olgunlagsma siiresi ve kosullari
vh.)

Siit Tipi ve Kompoziyonu

(Siitiin  elde edildigi hayvan tiiri,
stitiin kompozisyonu, hayvanin yedigi
yemler,
oncesi depolanmasi ve varsa diger
islemler vb.)

sagim kosullari, igleme

Mikroorganizmalar ve
Enzimler

(Starter ve starter olmayan
mikroflora, dogal ve sonradan

ilave edilen enzimler,
mikrobiyal  yiikk, depolama
siiresince kiilturlerin

popiilasyon dinamikleri vb.)

Sekil 2.5. Peynirde lezzet gelisimini etkileyen baslica faktorler [Steele vd.

(2013)’ten degistirilerek alinmistir]

)Starter Bakteriler ve Enzimleri

) ikincil Kiiltiirler ve Enzimleri

)Starter Olmayan Mikroflora ve Enzimleri

) Orijinal Siit Enzimleri

Sekil 2.6. Peynir olgunlagsmasinda etkili mikroorganizma ve enzimler (Fox vd., 1996)
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Lipoliz serbest yag asitlerin olusumuna yol agarak peynir lezzetine katkida
bulunmaktadir (McSweeney ve Sousa, 2000). Olgunlasma sirasinda serbest yag asitleri
metil ketonlar, tiyoesterler ve laktonlar gibi ugucu bilesiklere de metabolize olabilmektedir
(Azarnia vd., 2006). Lipoliz bazi kiifli peynirler disinda birgok peynir ¢esidinin
olgunlagmasinda sinirli diizeyde gerceklesen biyokimyasal bir reaksiyondur.

Peynir olgunlagmasi sirasinda proteazlar ve peptidazlarin etkisiyle meydana gelen
biyokimyasal reaksiyonlardan proteoliz ve onu izleyen amino asit katabolizmasi birgok
peynir ¢esidinde lezzetin olusmasinda kritik bir dneme sahiptir (Yvon ve Rijnen, 2001).

Cok sayida peynir ¢esidinde kazeinlerin ilk hidrolizi pihtilastirict enzim ve daha az
olarak da siitteki plazmin ve somatik hiicrelerin proteinazlari (6rnegin katepsin D)
tarafindan gergeklestirilmekte ve bliylik (suda coziinmeyen) ve orta (suda coziinen)
biiyiikliikte peptitlerin olusumu ile sonuclanmaktadir. Daha sonra s6z konusu peptitler
pihtilagtirict  enzim, starter ve starter olmayan mikrofloranin enzimleri ile ileri
parcalanmaya maruz kalmaktadir. Kiigiik peptitlerin ve serbest amino asitlerin olusumu
mikrobiyal proteinaz ve peptidazlar tarafindan gergeklestirilmektedir (McSweeney and
Sousa, 2000). Laktik asit bakterilerinin kazeini hidrolizinde rol oynayan ¢ok sayida hiicre
zar1 proteinazi tammlanmistir. Ornegin en iyi tammlanan laktik asit bakterisi proteinazi
olan Lactococcus lactis PrtP kazeinden 100’den fazla farkli oligopeptit meydana
getirebilmektedir (Steele vd., 2013). Laktik asit bakterileri hiicre zar1 proteinazlari disinda
hiicre i¢i oligoendopeptidazlar (PepO), en azindan 3 genel aminopeptidaz (PepN, PepC,
PepG), bir glutamil aminopeptidazi (PepA), bir prolidon karboksilil peptidaz (PCP), bir
16sil aminopeptidaz (PepL), bir prolil-dipeptidil aminopeptidaz (PepX), bir prolin
iminopeptidaz (Pepl), aminopeptidaz P (PepP), prolinaz (PepR), bir prolidaz (PepQ), bir
genel dipeptidaz (PepV) ve bir genel tripeptidaza (PepT) sahiptir. S6z konusu proteolitik
sistem laktik asit bakterilerinin ¢ok diisiik diizeyde kiiciik peptitler ve serbest amino asitler
iceren siit icerisinde yiiksek sayilarda (10°-10'° kob/mL) ¢ogalabilmesi icin gereklidir
(McSweeney and Sousa, 2000).

Daha once de ifade edildigi gibi PrtP, a-s1 ve B-kazeinden olusan biiyiik boyutlu
peptitleri hidrolize ederek peynirde kiiciik peptitlerin olusumuna katki saglamaktadir.
Aminopeptidazlar, dipeptidazlar ve tripeptidazlar ise hiicrenin lizisinden sonra peynir
matriksine salinmaktadirlar ve serbest amino asitlerin iiretiminden sorumludurlar

(McSweeney and Sousa, 2000).
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Peynir olgunlagsmasi yavas gerceklesen ve bundan dolayr da pahali bir islemdir
(Fox, 1998). Ornegin Cheddar peynirinin maliyetinin olgunlasma siiresince her ay %1,5-3
oraninda arttig1 rapor edilmektedir (El-Soda ve Awad, 2011). Bunun yaninda
olgunlagsmanin sonuglar1 tam olarak tahmin edilemedigi gibi tam olarak kontrol de
edilememektedir (Fox, 1998). Ancak, olgunlastirma igin kullanilan sicak ve nemin
kontrolii, tiretimde starter ve/veya destek kiiltiir kullanilmast ve enzim ilavesi gibi bazi
uygulamalar olgunlasmay1 kismen kontrol edebilmemize yardimci olmaktadir (Olson,
1990). Olgunlagsma siiresinin kisaltilmasi ekonomik ve baz1 teknolojik avantajlar
saglamaktadir (Fox, 1998; Azarnia vd., 2006). S6z konusu avantajlar; (1) sogutma, iscilik
ve stok maliyetlerinin azalmasi, (2) depolama tesislerine yapilan yatirimlarin siirlayicr bir
faktor olabilecegi gelismekte olan iilkelerde peynir iiretimindeki artig saglanabilmesi ve (3)
peynir lezzetinin hizli gelisimi olarak siralanabilir (Azarnia vd., 2006).

Peynir olgunlagsmasini hizlandirmak i¢in kullanilan baslica yontemler;

e olgunlastirmanin yiiksek sicaklikta yapilmasi,

e proteinaz, peptidaz, lipaz ve laktaz gibi enzimlerin peynir tiretiminde kullanilmast,

e modifiye edilmis starter kiiltiirlerin kullamimi (zayiflatilmig starterler, genetigi
degistirilmis starter kiiltiirler vb.),

e destek kiiltiir kullanimi ve

e mikroenkapsiile edilmis olgunlastirma enzimleri kullanimi1 olarak siralanabilir (El
Soda, 1986; Wilkinson,1993; Fox vd., 1996; Fox, 1998, Azarnia vd., 2006).

Daha o6nce de ifade edildigi gibi peynir olgunlagsmasi sirasinda peynirdeki serbest
amino asit konsantrasyonun artigi kismen laktik asit bakterilerinin lizisinden sonra peynir
matriksine saliverilen peptidazlarin aktivitesinden kaynaklanmaktadir (El Soda vd., 1995).
Dolayisiyla peynir iiretiminde kullanilan starter ve/veya destek kiiltlirlerin otolitik
aktiviteye sahip olmasi, olgunlagsma i¢in 6nemli olan hiicre i¢i enzimlerin daha kisa siirede
peynir pihtisi igerisine saliverilmesini saglayacagindan olgunlagsmanin hizlanmasina da
katk1 saglayabilecektir (EI Soda vd., 1995; Bourdat-Deschamps vd., 2004; Steele vd.,
2013).

Laktik asit bakterilerinin erken lizisinin peynirde lezzet bilesiklerinin daha hizl
olusumu ve dolayisiyla olgunlagsmanin hizlandirilmasina katki saglayabilecegi konu ile
ilgili olarak yapilan bazi ¢aligmalarda gosterilmistir (Chapot-Chartier vd., 1994; Crown
vd., 1995; Kawabata vd., 1997; Hannon vd., 2003; Bourdat-Deschamps vd., 2004; Lazzi
vd., 2016).
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Konu ile ilgili olarak yapilan bir ¢alismada Saint-Paulin tipi peynirde iki farkli
starter bakterinin otolizi (Lactococcus lactis subsp. cremoris AM2 ve L. lactis subsp. lactis
NCDO763), peynirde hiicre canliligi, elektron mikroskobu ile bakteri morfolojisi ve iki
hiicre i¢i peptidazin (X-prolil dipeptidil aminopeptidaz ve bir aminopeptidaz) peynir
matriksine salinmasi1 Chapot-Chartier vd. (1994) tarafindan izlenmistir. Aragtirmacilar L.
lactis subsp. cremoris AM2'nin kullanildigi peynirde olgunlagmanin ilk haftasindan
itibaren bakterinin biiyiik oranda lize oldugunu ve hiicre i¢i peptidazlarinin peynir
matriksine salindigi belirlenmistir. S6z konusu otoliz peynirde daha fazla miktarda azot
belirlenmesiyle iligkili bulunmustur. Ancak aksi sekilde L. lactis subsp. lactis
NCDO763’iin kullanildig1 peynirde, ilgili bakteri olgunlagsmanin ilk {i¢ haftasinda yiiksek
seviyede canliligini  korumus ve peynir matriksine hiicre i¢i enzim salinimi
belirlenmemistir.

Valence vd. (2000) tarafindan yapilan caligmada otolitik ozellikli iki farkl
Lactobacillus helveticus susu (ITGLH1 ve ITGLH77) Isvicre peyniri iiretiminde destek
kiltir olarak kullanilmis ve her iki susunda peynir proteolizine katkist oldugu
belirlenmistir. Calismada ITGLH1 susunun kullanildig1 peynirde diger peynire gore peynir
matriksindeki serbest NH> gruplar1 (+%33) ve serbest amino asit seviyesinin (+%75) daha
fazla oldugu tespit edilmistir.

Bagka bir calismada {i¢ farkli starter kiiltiirin (A = otolitik aktivitesi zayif
Lactococcus lactis 223 ve 227, B = A + yiiksek otolitik aktiviteli Lactobacillus helveticus
DPC4571, C = L. helveticus DPC4571) Cheddar peynirinin olgunlastirilmasinin 2., 6. ve 8.
aylarinda peynir matriksindeki serbest amino asit, serbest yag asidi ve ucucu bilesik
profiline etkileri Hannon vd. (2007) tarafindan arastirilmistir. Calismada olgunlasmanin
ikinci ayinda otolitik kiiltiiriin oldugu kiiltiirler (B ve C) ile iiretilen peynirlerin serbest
amino asit seviyelerinin yiiksek otolitik 6zellikli kiiltiir ile tiretilmeyen peynire gore dnemli
diizeyde yliksek oldugu belirlenmistir. Yine 8 ay olgunlasmanin sonunda otolitik 6zellikli
kiiltiirler kullanilarak tiretilen peynirlerde biitirik, kaprik, miristik, palmitik ve oleik asidin
A kiltiiri ile Uretilen peynirden daha yiiksek konsantrasyonda oldugu tespit edilmistir.
Ayn1 calismada otolitik kiiltiir kullanilarak iretilen peynirlerde daha yiiksek
konsantrasyonda dimetil disiilfit, karbon siilfit, heptanal, dimetil siilfit, etil biitanoat, 2-
blitanon ve 2-metil biitanal ugucu bilesikleri bulunmustur. Arastirmacilar, otolitik L.
helveticus’un Cheddar peynirinde starter/destek kiiltiir olarak kullaniminin olgunlasmay1

hizlandirabilecegini vurgulamislardir.
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Cheddar peyniri iiretiminde otolitik destek kiiltiir kullaniminin peynirde proteolize
olumlu katkilar yaptig1 ve hizlandirdigi Kiernan vd. (2000) tarafindan yapilan ¢aligmayla
da dogrulanmistir. Cheddar peyniri iiretiminde starter kiiltiiriin yaninda Lactobacillus
helveticus DPC 1739 veya 4571 un destek kiiltiir olarak kullaniminin proteolize etkilerinin
belirlendigi ¢alismada, suda ¢oziinen azot, fosfotungstik asitte ¢oziinen azot ve serbest
amino asit konsantrasyonu otolitik Lactobacillus helveticus DPC 4571 susunun kullanildig:
peynirde kontrol ve Lactobacillus helveticus DPC 1739’un destek kiiltiir olarak kullanildigi
peynirden 180 glinliik olgunlagsma sirasinda olgunlasmanin ilk giinlinden itibaren daha
yiiksek bulunmustur.

Bourdat-Deschamps vd. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada otolitik Lactococcus
lactis AM2’nin lizisinin peynir modelinde 28 giinliik depolama siiresince amino asitlerin
aroma bilesiklerine doniisiimiinii etkileyip etkilemedigi arastirllmistir. Arastirma
sonucunda L. lactis hiicrelerinin otolizinin aromatik amino asitlerin ve metioninin
katabolize olmasini tesvik ettigi ve siilflirlii lezzet bilesikleri ile benzaldehit olusumunu
arttirdig tespit edilmistir.

Yapilan bazi calismalarda model sistemlerde yliksek otolitik aktivite gosteren bazi
laktik asit bakterilerinin peynir liretiminde kullanimi sirasinda benzer otolitik 6zellikleri
gostermedikleri bulunmustur. Ornegin Kenny vd. (2005) farkli kaynaklarden elde edilen 41
Lactobacillus helveticus izolati igersinden farkli otolitik aktivite diizeylerine sahip 14
izolati Cheddar peyniri iretiminde kullanmis ve izolatlarin in vitro ve Cheddar peyniri
denemelerinde gosterdikleri otolitik aktiviteler arasinda bir korelasyon bulamamiglardir.
Benzer bir bulgu farkli otolitik aktiviteye sahip Lactobacillus helveticus izolatlarinin
Cheddar peyniri iiretiminde destek kiiltiir olarak kullanimlarinin (%0,2 agirlik/hacim)
peynir lezzeti lizerine etkilerinin belirlendigi calismada da elde edilmistir (Kenny vd.,
2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Otolitik Laktik Asit Bakterisi

Bu arastirmada Tarim ve Orman Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar
Genel Midirligii (TAGEM) tarafindan TAGEM/13/AR-GE/11 proje numarasiyla
desteklenen arastirma projesinde izole edilip tanimlanan otolitik aktivitesi yiiksek olan
laktik asit bakterileri i¢inden seg¢ilen Lactobacillus plantarum (PFC231, 47M07, otoliz

orani %36,88) kasar peyniri liretiminde destek kiiltiir olarak kullanilmastir.

3.2.  Kiiltiir Aktivasyonu ve Inokiilasyon Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Dondurularak kurutulmus (freeze-dried) izole kiiltiir iretimde kullanilmadan 6nce
aseptik sartlarda MRS besiyerinde 30°C’de bir gece inkiibe edilerek ¢ogaltilmistir. Kiiltiir
en az iki defa aktive edilmistir. Aktive edilen kiiltiir %12 kurumaddeli (agirlik/hacim)
yagsiz siit tozundan hazirlanan sterilize siit igersinde 37°C’de bir gece inkiibasyona

birakilarak ¢ogaltilmis ve iiretimde kullanilmistir.

3.3.  Kasar Peyniri Uretimi

Otolitik ozellikli Lactobacillus plantarum’un (PFC231) destek kiiltiir olarak
kullanildig1 kasar peyniri Ornekleri Burdur’da bulunan bir siit isletmesinde
gerceklestirilmistir. Kasar peynirlerinin tiretiminde kurumaddesi %12,50, yag igerigi
%3,53, protein igerigi %3,19 ve laktoz igerigi %4,70 olan ¢ig inek siitii kullanilmigtir.
Siitiin pH’s1 6,51 ve °SH’1 6,67 olarak ol¢iilmiistiir. Cig siit 2 ayr1 gruba boliinmiis ve
birinci grup (kontrol grubu) (5500 L) iiretici firmanin normal tiretim prosediirii kullanilarak
gerceklestirilmis iken ikinci grup (1000 L) iiretiminde starter kiiltiir (Streptococcus
thermophilus) yaninda Lactobacillus plantarum destek kiiltiir olarak kullanilan siitte 10’
kob/mL olacak sekilde ilave edilmistir. Kasar peyniri {iretiminde ¢ig siit dnce 68+1°C’de
13 dakika ag¢ik kazanda 1sil isleme tabi tutulmus ardindan 37°C mayalama sicakligina
plakali 1s1 degistiricide sogutulmustur. Mayalama sicakligina gelen ve mayalama tankina
alinan siite 100 g/1000 L oraninda CaCly (Caso®, Solvay, Italya) ve daha onceden 6n
aktivasyonu {tretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda yapilmis starter kiiltiir ilave
edilmistir. Uretimde Maysa Gida San. ve Tic. A.S.’den (Tuzla, Istanbul) temin edilen CT
332 50U kodlu liyofilize kasar peyniri kiiltiirii (1 paket) kullanilmistir. CaCl, ve kiiltiir
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ilavesinin ardindan siit 36+1°C’de mayalama tankinda 20 dakika bekletilerek °SH’nin
7,5’e ulagmasi saglanmistir. Ardindan siite 60 mL/ton olacak sekilde peynir mayasi
(Maxiren® 600L, DSM Food Specialities, Hollanda) ilave edilerek mayalama
gergeklestirilmistir. Mayalamadan 45 dakika sonra pihti kirirmi mayalama tankinda
yapilmis olup, piht1 kirma sonrasinda pH’nin yaklasik 5,8’e gelmesi beklenmis ve peynir
altt suyu pihtidan uzaklagtirilarak teleme, teleme teknesine alinmistir. Teleme pH’si
4,9+0,1’e geldiginde telemeye %1 oraninda tuz ilave edilerek yaklasik 50 kg’lik parcalar
halinde haslama kazanima aktarilmistir. Teleme 72°C’de (hamur i¢ sicakligl) 5 dakika
haslanmigtir. Haslama sonrasinda yogurma ve gramajlama makinasinda yogurulan kasar
peyniri hamuru 2 kg’lik bloklar halinde kaliplara alinmistir. Yaklasik 2 saat siire ile
16°C’de kurutma odasinda bekletilen kasar peynirleri ardindan 10°C’de 12-14 saat
kurutulmustur. Kurutma isleminin ardindan peynirler diisiik yogunluklu polietilen film ile
vakum ambalajlanmig ve 8+1°C’de 90 giin depolanmustir. Depolamanin 1, 30, 60 ve 90.
giinlerinde tesadiifi olarak segilen peynirlerin fiziko-kimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal

analizleri yapilmstir.

3.4. Peynire islenecek Siitte Yapilan Analizler

Peynire islenecek siitlin kompozisyonel analizleri (kurumadde, yag, laktoz ve
protein) Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde bulunan siit analizatoriinde (Bentley B150, Bentley Instruments
Inc., ABD) yapilmistir. Siitlerin pH degerleri pH metre (Mettler Toledo, Seven Compact
pH/Ion S220, Isvigre) ile tespit edilmis olup asitlik degerleri TS 1018/T1’e gore (Anonim,
2003) belirlenmistir.

3.5.  Peynir Ornekleri Ii¢cin Kimyasal Analiz Metotlar

Peynir 6rneklerinin kurumadde ve asitlik degeri ile tuz igerikleri TS 3272 Kasar
Peyniri Standardi’nda 6nerilen yontemler ile belirlenmistir. Peynirlerin pH degeri kombine
elektrotlu pH metre (Jenco 6173, Jenco, San Diego, CA, ABD) ile tespit edilmistir. Yag
igerikleri Gerber metodu kullanilarak, suda ¢oziinen azot (WSN) ve protein igerikleri ise
Dumas metodu ile Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve Teknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde bulunan Dumatherm Analyser (Gerhardt GmbH &
Co. KG, Konigswinter, Almanya) cihazi kullanilarak tespit edilmistir. Olgunlasma

derecesi; suda ¢oziinen azotun toplam azota orani olarak hesaplanmis ve yiizde olarak ifade
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edilmistir. Kurumaddede yag ve kurumaddede tuz igerikleri matematiksel hesaplama yolu
ile bulunmustur.

Peynirlerin proteoliz derecesi depolamanin 1, 30, 60 ve 90. giinlerinde suda
¢oziinen azot tayini ile izlenmistir. pH 4,6’da suda ¢oziinen fraksiyon Kuchroo ve Fox
(1982) tarafindan belirtilen yontemin Hayaloglu vd. (2004) tarafindan degistirilen sekli
kullanilarak hazirlanmigtir. Bunun igin 20 g rendelenmis peynir 6rnegi tizerine 40 mL saf
su ilave edildikten sonra karistm pedalli homojenizator (BagMixer® 400, Model P,
Interscience, St. Nom, Fransa) ile 5 dakika homojenize edilmistir. Homojenize karigim
pH’st 1 M HCI ile 4,6’ya ayarlandiktan sonra oda sicakliginda 30 dakika siire ile
bekletilmistir. Ardindan karisimin pH’st kontrol edilmis ve gerekli ise tekrar 4,6’ya
ayarlanmistir. Elde edilen homojenize karisim 40°C’de 1 saat bekletildikten sonra
3000xg°de 30 dakika +4°C’de santrifiij (Niive NF 800R, Niive Sanayi Malzemeleri Imalat
ve Tic. A.S., Aykurt, Ankara) edilmistir. Santrifiijden sonra tist kisimdaki yag tabakas1 bir
spatiil ile uzaklastirilmis ve siipernatant filtre kagidi ile filtre edildikten sonra liyofilize

edilmistir. Liyofilizat suda ¢6ziinen azot tayini igin -20°C’de saklanmustir.

3.6.  Peynirlerde Toplam Serbest Yag Asitleri Degerinin Belirlenmesi

Toplam serbest yag asitleri degeri (acid degree value, ADV) yag ekstraksiyonunun
ardindan titrasyon yontemi kullanilarak belirlenmis (Renner, 1993) ve sonuglar 100 g
peynir yagindaki g oleik asit (%) olarak ifade edilmistir. Yag esktraksiyonu ig¢in
rendelenmis peynir 6rnegi Yyeterli miktarda Kieselgur (Fluka Chemie GmbH, Buchs,
Isvigre) kullanilarak bir beher igerisinde ezilmistir. Ezilen peynir 6rnegi {izerine bir miktar
dietileter (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Isvigre) ilave edilmis ve ezilmis peynir ile ¢dzgen
tyice karistirllmistir. Karsimdan peynir parcalar1 ve kieselgur’un ayrilmasi ve ¢ézgen-yag
karisiminin (misella) elde edilebilmesi i¢in karisim kaba filtre kagidi ile siiziilmiistiir. Islem
birkag kez tekrarlanmig ve misella silifli bir balon igerisinde toplanmigtir. Balon igerisinde
toplanan miselladan dietileter bir rotary evaporator (Heidolph, Almanya) yardimi ile
45°C’de vakum altinda uzaklastirilmistir. Yag icerisindeki kalinti ¢ézgen azot gazi ile
tamamen ugurulduktan sonra, balondaki yag bir erlen igerisine tartilmistir. Tartilan yaga 40
mL eter-alkol karisimi (1:1) ilave edilmis ve karisim 0.1 N etil alkolde hazirlanmis KOH
ile %1°lik fenolftalein esliginde titre edilmistir. Toplam serbest yag asitleri degeri asagida

belirtilen formiil ile hesaplanmustir:

% Oleik asit (g/100g) = 282 x n x F / Ex100
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282: Oleik asidin molekiil agirligt (g/mol), n: Harcanan KOH (mL), F: 0,1 N KOH
cozeltisinin faktori, E: Tartilan yag miktari (g)

3.7.  Yag Asitleri Kompozisyonun Belirlenmesi

Peynir Orneklerinin yag asitleri kompozisyonu ekstrakte edilen yaglarda Burdur
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde kuadrupol kiitle spektrometresi (MS) dedektorii (Agilent 5975 C, Agilent
Technologies, Wilmington, DE, ABD) ile entegre gaz kromatografisi (GC) cihaz1 (Agilent
78890A, Agilent Technologies, Wilmington, DE, ABD) kullanilarak belirlenmistir.

Yag asitleri metil esterleri Yilmazer ve Secilmis (2006a) tarafindan Onerilen
yonteme gore hazirlanmistir. Bunun i¢in 200 pL ekstrakte yag 1 mL 1,5 M metanolik HCI
ile karigtirildiktan sonra 80°C’de 2 saat bekletilmistir. Yag asitlerinin metil esterleri oda
sicakligina soguyan karisim tizerine 0,5 mL su ilave edildikten sonra 1mL hekzan ile
ekstrakte edilmistir.

GC-MS analizinde 70 eV iyonizasyon enerjisine sahip elektron iyonizasyon sistemi
kullanilmistir. Fragment iyonlar1 30-500 m/z kiitle araliginda tarama modunda analiz
edilmistir. Analizde CP-SIL 88 kapiler kolon (fused silika, 100m x 0.25mm, 0.2 pm film
kalinligi; Chrompack, Midelburg, Hollanda) kullanilmistir. Enjeksiyon 1 pL olarak
yapilmustir. Enjektor ve dedektdr sicakliklart 240°C’ye ayarlamistir. Tasiyict gaz olarak
helyum kullanilmis olup akis oran1 1 mL/dakika olarak ayarlanmistir. Kolon firin sicaklig
4 dakika icin 60°C’ye, 60°C’den 175°C’ye 13°C/dakika sicaklik artis1, 27 dakika 175°C’de
bekleme, 175°C’den 215°C’ye 4°C/dakika sicaklik artist ve 5 dakika igin 215°C’de
bekleme, 215°C’den 240°C’ye dakikada 4°C sicaklik artist ve 15 dakika siiresince
240°C’de bekleme olacak sekilde ayarlanmigtir. Analizde 1/20 split orani kullanilmistir.
Yag asitleri, yag asidi metil esterleri standart karisimi (Supelco® 37 Component FAME
Mix, Katalog No: 47885 U, Sigma-Aldrich, ABD) kullanilarak tanimlanmuastir.

3.8.  Lezzet Bilesikleri (Ucucu Bilesen) Analizi

Peynir érneklerindeki ugucu lezzet bilesikleri dinamik tepe boslugu GC-MS teknigi
kullanilarak Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde Yilmazer ve Se¢ilmis (2006b) tarafindan onerilen yontemin bazi
degisiklikler yapilmis hali kullanilarak belirlenmistir. Ugucu bilesen analizleri tepe boslugu
sistemi (Agilent 7697A Headspace, Agilent Technologies, Wilmington, DE, ABD) ile
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biitiinlesik GM-MS (Agilent 7890A GC-5975C MS, Agilent Technologies, Wilmington,
DE, ABD) cihazi ile yapilmustir.

Ugucu bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in igerisinde yaklasik 4 g peynir 6rnegi bulunan
vial tepe boslugu sistemine yerlestirilmistir. Sistem igne sicakligi 90°C, transfer hatti
sicakligr 120°C, vial firin sicakligi 85°C, termostat siiresi 5 dakika, basinglandirma siiresi
0,5 dakika, enjekte etme siiresi 0,08 dakika ve ¢ekilme zamani olarak 0,5 dakika olacak
sekilde kullanilmustir.

GC-MS sisteminde CP-Wax 52 CB kolon (50m x 0,25mm, 0,2 um film kalinligi,
Agilent Technologies, Hollanda) kullanilmis olup kolon sicakligi 35°C’de 5 dakika
bekleme, ardindan 50°C/dakika artiga 150°C’ye ulagsma ve bu sicaklikta 5 dakika bekleme
seklinde programlanmistir. Dedektor ve enjektor sicakliklari sirasiyla 200°C ve 180°C
olarak ayarlanmistir. Sistemde helyum tasiyici gaz olarak 1,2 mlL/dakika akis hizinda
kullanilmigtir. Ucugu bilesen miktarlari (mg/kg) bilesenlerin saf standartlart kullanilarak

elde edilen kalibrasyon grafikleri ile hesaplanmistir.

3.9.  Peynirlerin Mikrobiyolojik Analizi

Mikrobiyolojik sayimlar i¢in 10 g peynir 6rnegi steril filtreli stomacher posetlerine
tartilmis ve tizerine 90 mL tamponlanmis peptonlu su (Peptone Water Buffered, Acc. to
ISO 6579, Merck, Almanya) ilave edilmistir. Karisim 3 dakika siire ile stomacherde
(Blender easyMIX™, AES Chemunex, BioMérieux SA, Fransa) homojenize edilmistir. Bu
sekilde hazirlanan 10™°lik diliisyondan diger seri diliisyonlar uygun sekilde hazirlanmistir.
Diliisyonlardan paralelli olarak steril petrilere 1’er mL aktarilmis ve dokme plak
yontemiyle ekimler yapilmistir. Ekimlerde besi yeri olarak 45°C’lik su banyosunda
bekletilen MRS Agar (De Man, Rogosa and Sharpe Agar, Merck, Almanya), M17 Agar
(Merck, Almanya) ve PCA (Plate Count Agar, Merck, Almanya) kullanilmistir.
Lactobacillus plantarum’un peynirlerde selektif sayim igin 4 mg/L siprofloksasin igeren
MRS agar kullanilmistir (Bujalance vd., 2006). Ekim yapilan petri kutular1 30°C’de 48 saat
inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasi 30-300 arasinda koloni olusturan petrilerdeki

koloniler sayilarak peynirlerin mikrobiyal yiikii belirlenmistir.

3.10. Duyusal Analiz

Peynir 6rneklerinin duyusal degerlendirilmesi hedonik test ile yapilmistir (Uysal
vd., 2004; Altug Onogur ve Elmaci, 2015). Analizler peynir tiikketmeyi seven ve duyusal

analiz yapmaya istekli Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi dgrencileri ile idari ve
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akademik personel ile gergeklestirilmistir. Duyusal panellere rastgele secilen 24 panelist
katilmis olup panelistlerden tattiklar1 3 farkli rakamla kodlanmis peynir 6rnekleri igin
lezzet begeni durumlarin1 degerlendirme formu iizerinde belirtilen 7°li hedonik sikalada
[cok begendim (7 puan)-hi¢ begenmedim (1 puan)] isaretlemeleri istenmistir (EK-1).
Ornekler arasinda tadimdan sonra agizda olusan yaghlik hissi ve tadmn giderilmesi igin
panelistlere tuzsuz kepekli biskiivi ve/veya su verilmistir. Panelistlerden peynirlerin
duyusal ozellikleri ile ilgili (varsa) ilave yorumlarin1 da yazmalar1 istenerek lezzet

yoniinden peynirlerin begenisinde 6nemli olan faktorler tespit edilmeye ¢alisiimistir.

3.11. istatistiksel Analiz

Otolitik destek kiiltiir kullanim1 ve depolama siiresinin peynirlerin bazi fiziko-
kimyasal, duyusal ve mikrobiyolojik 6zellikleri iizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla
SAS version 9.0 istatistik analiz paket programi (The SAS System for Windows 9.0,
Chicago, ABD) kullanilarak varyans analizi (ANOVA) yapilmistir. ANOVA sonucunda
onemli olan veriler Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore p<0,05 diizeyinde test edilmis
ve peynirler gruplandirilmistir. Arastirma iki tekerriirlii olarak yapilmis olup sonuglar

ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Arastirmada iiretilen kasar peynirleri 6rneklerinin 90 giinliik depolama siiresi

boyunca belirlenen kurumadde, yag, protein ve tuz igerikleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Depolama siiresince kasar peyniri 6rneklerinin kurumadde, yag, protein ve tuz
icerikleri (%) (n=2) *

Kasar Peyniri Depolama ]
Siiresi (giin) Kurumadde Yag Protein Tuz
1 57,852,734 | 25,13+0,25% | 25,34+1,66" | 1,19+0,30"
30 55,790,234 | 23,50+2,35% | 27,262,724 | 1,57+0,74"
Kontrol 60 55,89+0,84" | 26,88+1,314 | 24,40+1,32” | 0,92+0,01*
90 55,69+0,55" | 26,75+0,65* | 25,03£1,10" | 1,020,124
1 54,01+0,75” | 24,13+3,714 | 25,98+2,09” | 1,350,124
Destek Kiiltiirlii 30 53,22+0,43A | 22,75+4,33” | 26,58+1,54" | 1,53+0,434
(L. plantarum) 60 53,39+0,66" | 25,37+2,56" | 26,29+1,10% | 1,15+0,014
90 52,92+0,68" | 25,88+2,75% | 26,691,794 | 1,30+0,16”

* Ayni siitunlardaki farkli harfler destek kiiltiir ilavesi x depolama siiresi interaksiyonu agisindan ortalamalar
arasindaki farkliliklarin p<0,05 diizeyinde 6nemli oldugunu gostermektedir.

Depolama siiresince peynir 6rneklerinin kurumadde degerleri %52,92 ile %57,85
arasinda degisim gostermistir (Tablo 4.1). Depolama siiresi dikkate alinmaksizin kontrol ve
destek  kiiltiir kullanim1 ile dretilen kasar peynirlerin kurumadde degerleri
karsilastirildiginda kontrol grubunun ortalama kurumadde degerinin (%56,30) destek
kiiltiir kullanilarak {iretilen kasar peynirlerinin ortalama kurumadde degerinden (%53,39)
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Yapilan istatistiksel analizde hem depolama
stiresinin hem de destek kiiltiir kullanimi1 kasar peynirlerinin kurumadde degerleri tizerinde
etkili oldugu belirlenmistir (p<0,05) (Tablo 4.1). Tablo 4.1°den genel olarak kontrol grubu
kasar peynirlerinin depolama siiresince belirlenen kurumadde degerlerinin destek kiiltiir
kullanilarak {tiretilen kasar peynirlerinin kurumadde degerlerinden daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Peynir gruplarinin kurumadde degerleri arasindaki farkliligin tiretimde
farkli miktarlarda ¢ig siit kullanim1 nedeniyle olusabilecek peynir verimi farkliligindan ileri

geldigi tahmin edilmektedir. Arastirmamizda iretilen kasar peynirlerinin tamaminin
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kurumadde igerigi agindan TGK Peynir Tebligi’'nde (Teblig No: 2015/6) belirtilen degerle
(en az %50 kurumadde igermeli) uyumlu oldugu goriilmiistiir (Anonim, 2015).

Calismada iiretilen kasar peynirlerinin yag igerikleri %22,75 ile 26,88 arasinda
degisim gostermistir (Tablo 4.1). Depolama siiresi dikkate alinmaksizin kontrol ve destek
kiiltir kullanimu ile tiretilen kasar peynirlerin (her bir peynir grubu i¢in n=16) yag icerikleri
karsilagtirildiginda kontrol grubunun ortalama yag iceriginin (%25,56) destek kiiltiir
kullanilarak iretilen kasar peynirlerinin ortalama yag iceriginden (%24,53) daha yiiksek
oldugu tespit edilmis ancak bu farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunmamstir (p>0,05).
Yapilan istatistiksel analizde otolitik destek kiiltiir kullanimi, depolama siiresi ve destek
kiiltiir kullanim1 x depolama siiresi interaksiyonun peynirlerin yag igerigi tizerinde etkili
olmadig1 belirlenmistir (p>0,05) (Tablo 4.1). Orneklerin kurumaddede yag icerikleri
incelendiginde depolama siiresince yag iceriklerinin %42,13 ila %48,85 arasinda degisim
goriildiigii belirlenmistir. Uretilen kasar peyniri 6rnekleri TGK Peynir Tebligi’ne gore az
yagl peynir (10<siit yagi<25) ve yarim yagl peynir (25<siit yagi<45) kategorisindedir
(TGK, 2015). %Yag igerikleri ile benzer sekilde destek kiiltiir kullanimi, depolama siiresi
ve destek kiiltlir kullanim1 x depolama siiresi interaksiyonun peynirlerin kurumaddede yag
icerikleri lizerine etkili olmadig1 belirlenmistir.

Calismamizda iretilen kasar peynirlerinin protein icerikleri %27,26 ile %24,40
arasinda degisim gostermistir. Yapilan istatistiksel analiz peynirlerin protein igerikleri
tizerine depolama siiresi, destek kiiltiir kullanim1 ve depolama siiresi x destek kiiltiir
kullanim1 interaksiyonunun 6nemli olmadigini ortaya koymustur (Tablo 4.1) (p>0,05).
Depolama siiresi dikkate alinmaksizin kontrol ve destek kiiltiir kullanimu ile tiretilen kasar
peynirlerin (n=16) protein igerikleri karsilastirildiginda kontrol grubunun ortalama protein
igeriginin (%25,50) destek kiiltiir kullanilarak iiretilen kasar peynirlerinin ortalama protein
igerigi ise (%26,38) olarak bulunmus ve iki grubun protein igerigi agisindan istatistiksel
acidan birbirine benzer oldugu goriilmistiir (p>0,05).

Aragtirmada iiretilen kasar peynirlerinin tuz icerikleri %0,92 ile %1,57 arasinda
degisim gostermistir (Tablo 4.1). Destek kiiltiir kullanilarak ftiretilen kasar peynirlerinin
ortama tuz igeriginin (%21,33) kontrol kasar peynirinin ortama tuz igeriginden (%1,17) daha
yiiksek oldugu belirlenmis ancak ilgili farklilik istatistiksel olarak énemli bulunmamigstir
(p>0,05). Yapilan istatistiksel analizde destek kiiltiir kullanimi ile destek kiiltiir kullanimi x
depolama siiresi interaksiyonun peynirlerin tuz miktarin1 etkilemedigi belirlenmistir
(p>0,05) (Tablo 4.1). Destek kiiltiir kullanim1 dikkate alinmadiginda (her bir depolama

giinii i¢in n=8) depolama siiresinin 60. ve 90. giiniindeki ortalama tuz igerikleri en diisiik
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degerlere (%1,03 ve %1,16) sahip ve birbirine benzer iken kasar peynirlerindeki en yiiksek
ortalama tuz igerikleri 1 ve 30 giin depolama sonunda (%1,27 ve %1,55) belirlenmistir
(p<0,05).

Kasar peynirlerinin kurumadde tuz degerlerine bakildiginda peynirlerin kurumadde
tuz igeriklerinin %1,64 ile %2,86 arasinda degistigi belirlenmistir. TGK Peynir Tebligi’nde
(Teblig No: 2015/6) taze kasar peynirlerinde kurumadde tuz igeriginin en fazla %3
olmasma izin verilmektedir (Anonim, 2015). Arastirmamizda firetilen biitiin kasar
peynirlerin tuz igeriklerinin TGK Peynir Tebligi’ne uygun oldugu bulunmustur.

Arastirmamizda iretilen kasar peynirlerinin 90 giinliik depolama siiresince

belirlenen pH, asitlik ve toplam serbest yag asitligi degerleri Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Depolama siiresince kasar peyniri 6rneklerinin pH, asitlik ve toplam serbest
yag asitligi degeri* (n=2)

- Depolama - Topla'm.Serbest .
Kasar Peyniri Siiresi (gin) pH Asitlik (%) | Yag Asitligi Degeri
(meq/100g yag)

1 5,09+0,20" | 1,12+0,07A 0,96+0,28%
Kontrol 30 5,50+0,13A | 1,24+0,214° 0,91+0,10*
60 5,3840,02” | 1,2240,034 0,76+0,18"
90 5,33+0,00" | 1,23+0,234 0,70+0,17A
1 5,26+0,07” | 1,14+0,294 0,87+0,254
Destek Kiilturli 30 5,50+0,18" | 1,2140,234 0,97+0,304
(L. plantarum) 60 5,37:|:0,01A 1,10:|:0,08A 0,54:|:0,25A
90 5,31£0,07* | 1,23+0,147 0,98+0,254

*Ayni siitundaki farkli harfler destek kiiltiir ilavesi x depolama siiresi interaksiyonu acisindan
ortalamalar arasindaki farkliliklarin p<0,05 diizeyinde 6nemli oldugunu gostermektedir.

Calismamizda tiretilen biitlin kasar peynirlerinin pH degerleri incelendiginde
pH’nin olgunlagma siiresince 5,09 ile 5,50 arasinda degistigi goriilmektedir (Tablo 4.2).
Yapilan istatistiksel analizde depolama siiresinin peynirlerin pH degerleri iizerinde 6nemli
oldugu (p<0,05) ancak destek kiiltiir kullanim1 ile destek kiiltiir kullanim1 X depolama
stiresi interaksiyonunun peynirlerin pH degerleri {izerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi
belirlenmistir (p>0,05) (Tablo 4.2). Depolama siiresi dikkate alinmaksizin kontrol (n=16)
(n=16)

karsilastirildiginda, destek kiiltiir kullanilarak iiretilen kasar peynirlerinin ortalama pH

ve destek kiiltir kullanim ile {retilen kasar peynirlerin pH degerleri

degeri (5,36) ile kontrol grubunun ortalama pH degerinin (5,33) istatistiksel olarak benzer

oldugu goriilmistiir. (p<0,05). Peynirlerin depolama siiresince belirlenen pH degerleri
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incelendiginde baglangicta en diisiik degerde olan pH’nin depolamanin ilk aylarinda
yiikseldigi son ayinda ise tekrar diistiigii goriilmektedir (Tablo 4.2). Istatistiksel analiz en
diisiik ortama pH degerinin (5,18) depolamanin ilk giiniinde goriildiigiinii (p<0,05), birinci
aymda onemli derece arttigini (5,50) (p<0,05), ardindan depolamanin ikinci ve {igiincii
ayimnda sirastyla 5,38 ve 5,32 degerlerini alarak azaldigin1 géstermistir. Depolamanin iki ve
liclincli aymda kasar peyniri Orneklerinin pH degerleri istatistiksel olarak benzer
bulunmustur (p>0,05).

Depolama siiresince kasar peynirlerinin asitlik degerleri (%) 1,10 ile 1,24 arasinda
degisim goOstermistir. Kasar peynirlerinin asitlik degerleri (%) destek kiiltiir kullanimu,
depolama siiresi ve destek kiiltir kullanimi x depolama siiresi interaksiyonundan
etkilenmemistir (p>0,05). Kontrol kasar peynirlerinin (n=16) ortalama asitlik degeri (1,20)
olarak bulunmus iken destek kiiltiir kullanilarak {iretilen kasar peynirlerinin (n=16)
ortalama asitlik degeri (1,17) olarak bulunmustur (p>0,05).

Calismamizda {iretilen kasar peynirlerinin toplam serbest yag asitligi (ADV)
degerleri depolama siiresince 0,54 ile 0,98 meq / 100 g siit yagi olarak degisim
gostermistir. Kasar peynirlerinin ADV’si iizerine destek kiiltiir kullanimi1, depolama siiresi
ve destek kiiltlir kullanimi x depolama siiresi interaksiyonunun etkili olmadig:
belirlenmistir (p>0,05) (Tablo 4.2). S6z konusu bulgu destek kiiltiiriin 3 aylik depolama
stiresince kasar peynirinde lipolize katki saglamadigini ortaya koymaktadir.

Arastirmamizda iiretilen kasar peyniri 6rneklerinin depolama siiresince belirlenen
suda ¢Oziiniir azot, toplam azot ve olgunlagsma indeksi degerleri Tablo 4.3’te verilmistir.

Calismamizda tiretilen kasar peynirlerinin 90 giinliikk depolama siiresinde belirlenen
suda ¢oziinen azot degerleri 0,18 ile 0,38 g/100g arasinda degisim gostermistir (Tablo 4.3).
Genel olarak kasar peynirlerinin suda ¢6ziinen azot degerleri beklenildigi gibi olgunlagma
sliresi boyunca artig gostermistir. Depolama siiresince suda ¢dziinen azot degerlerindeki
degisim istatiksel olarak degerlendirildiginde en diisiik suda ¢Oziinen azot igerigi
olgunlagmanin ilk giiniinde, en yiiksek suda ¢6ziinen azot igerigi ise depolamanin 90.
giiniinde belirlenmistir (p<0,05). Yapilan istatistiksel analiz peynirlerin suda ¢dziinen azot
icerikleri lizerine destek kiiltiir kullanimi1 ve destek kiiltlir kullanim1 x depolama siiresi

interaksiyonunun etkili olmadigin1 gostermistir (p>0,05) (Tablo 4.3).

29



Tablo 4.3. Depolama siiresince kasar peyniri drneklerinin suda ¢oziiniir azot, toplam
azot ve olgunlagma indeksi degerleri* (n=2)

Kasar Pevniri Depolama | Suda Coziinen | Toplam Azot | Olgunlagsma
sarreyn Siiresi (giin) | Azot (g/100g) (g/100g) Indeksi
1 0,18+0,034 3,75+1,20~ 8,08+4,55"
Kontrol 30 0,30+0,05% 3,42+40,694 9,31+3,12A
60 0,30+0,04% 3.38+0,70% 9,33+3,09*
90 0,35+0,05% 3,55+0,594 7,970,374
1 0,22+0,08" 3,20+1,00* 7,97+4,65”
Destek Kiiltiirlii 30 0,33+0,06" 3,66+0,55 9,37+3,06"
(L. plantarum) 60 0,34+0,06" 3,61£0,45% | 9,53+2,88"
90 0,38+0,09* 3,80+0,29” | 10,12+3,29”

*Aym siitunlardaki farkli harfler destek kiiltiir ilavesi x depolama siiresi interaksiyonu agisindan
ortalamalar arasindaki farkliliklarin p<0,05 diizeyinde dnemli oldugunu gdstermektedir.

Peynirde proteoliz diizeyinin belirlenmesinde Kkullanilan yontemlerden biri de
olgunlagma siiresince suda ¢oziinen azot miktarinin ve buna bagl olarak suda ¢dziinen
azotun toplam azota orani seklinde ifade edilen olgunlagsma indeksinin hesaplanmasidir.
Kasar peynirlerinin 90 giinlik depolama siiresince olgunlasma indeksi degerleri 7,97 ile
10,12 arasinda degisim gostermistir. Elde edilen olgunlagma indeksi degerleri Sert vd.
(2007) ile Ozer vd. (2008) tarafindan kasar peynirlerinde belirlenen olgunlasma indeksi
degerleriyle benzer bulunmustur. Olgunlagsma indeksi degerleri suda ¢Oziinen azot
degerleri ile paralel olarak olgunlagma siiresi ile artis gostermistir. Ancak s6z konusu
artigin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi belirlenmistir (p>0,05). Elde edilen bulgular
destek kiiltiir kullaniminin kasar peynirinin 3 aylik olgunlagma siiresi boyunca proteolize
katki yapmadigini ortaya koymaktadir.

Peynirlerde lipoliz sonucunda olusan serbest yag asitleri ve 6zellikle de kisa ve orta
zincirli serbest yag asitleri peynir lezzetine dogrudan katkida bulunduklari gibi metil
ketonlar, alkoller, esterler ve laktonlar gibi bilesiklerin olusumunda 6n bilesik olarak rol
oynamaktadirlar (de la Fuante vd. 1993; McSweeney ve Sousa, 2000). Kasar peynirlerinin
yag asitleri kompozisyonunu gosteren ornek bir kromatogram Sekil 4.1°de verilmistir.
Arastirmamizda iretilen kontrol ve L. plantarum’u destek kiiltiir olarak igeren kasar
peynirlerinde depolamanin baslangicinda bulunus yogunluguna gore belirlenen kisa (C4:0
ve C6:0) ve orta zincirli (C8:0, C10:0 ve C12:0) yag asitlerinin sirasiyla laurik (C12:0),
kaprik (C10:0), kaproik (C6:0), kaprilik (C8:0) ve biitirik (C4:0) asitler oldugu
goriilmektedir (Tablo 4.4).
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Sekil 4.1. L. plantarum’u destek kiiltiir olarak iceren kasar peyniri 6rneginin

depolamanin 60. giliniine ait yag asidi metil esterleri kromatogrami

Kontrol ve destek kiiltiir kullanilarak iiretilen kasar peyniri 6rnegindeki uzun
zincirli yag asitlerinin bulunma oranlarinin biiyiikten kii¢iige dogru palmitik asit (C16:0) >
oleik asit (C18:1) > miristik asit (C14:0) > stearik asit (C18:0) > linoleik asit (C18:2) ve
palmitoleik asit (C16:1) seklinde oldugu belirlenmistir. Peynir 6rneklerindeki en fazla
bulunan doymus yag asitleri palmitik asit (C16:0), miristik asit (C14:0) ve stearik asit
(C18:0) olarak tespit edilmistir. Palmitik asit biitiin peynir 6rneklerinde en fazla bulunan
doymus yag asidi iken oleik asit biitiin peynir 6rneklerinde en fazla bulunan doymamais yag
asididir. Kasar peyniri orneklerinin yag asidi kompozisyonlar1 Kinik vd. (2005) tarafindan
rapor edilen inek siitiinden iretilen farkli tip peynirlerin yag asidi kompozisyonlari ile
oldukc¢a benzer bulunmustur. Uretilen kasar peynirlerinin depolamanin ilk giiniindeki kisa
ve orta zincirli yag asidi igerikleri karsilastirildiginda, biitirik, kaproik, kaprilik ve laurik
asidin L. plantarum’u destek kiiltiir olarak i¢eren kasar peyniri 6rneginde, kaprik asidin ise
kontrol grubu kasar peyniri orneginde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu durum
depolamanin baslangicinda L. plantarum’u destek kiiltiir olarak iceren kasar peyniri
orneginde lipolitik aktivitenin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Genel olarak s6z
konusu bes yag asidi icerigi ortalama bulunma oranlar1 destek kiiltiir kullanilarak tiretilen
kasar peynirlerinde depolama siiresince kontrol grubundan daha yiiksek bulunmustur.
Ozellikle depolamanin 60. giiniinde sdz konusu yag asitlerinin ortama bulunma orani
destek kiiltiir kullanilarak iiretilen peynirde belirgin derece yiiksektir. Her iki grup peynirde
de depolamanin ilk giiniinden itibaren s6z konusu yag asitlerinin bulunma oranlar
depolamanin 30. giiniine kadar azalmis, depolamanin 60. giiniinden itibaren ise 90. giine
kadar artis gostermistir. Uzun zincirli yag asitlerine bakildiginda oleik asidin bulunma
oran1 her iki peynirde de benzer bir degisim gostermis diisiik bulunma oranlarinin
depolamanin baslangicinda oldugu belirlenmistir. Kontrol kasar peynirinde depolamanin

sonundaki kisa ve orta zincirli yag asitlerinin ortalama bulunma oranlarinin (%2,48) L.
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plantarum’u destek kiiltiir olarak igeren kasar peyniri 6rneklerindeki ortalama bulunma
oraniyla  (%2,49) benzer oldugu tespit edilmistir. Sonuglar genel olarak
degerlendirildiginde ¢alismada kullanilan iiretim kosullarinda L. plantarum’un destek

kiltiir olarak kullaniminin kasar peynirinde lipolize katki saglamadigi s6ylenebilir.
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Tablo 4.4. Kontrol ve L. plantarum’u destek kiiltiir olarak iceren kasar peyniri 6rneklerinin 90 giinlik depolama
sliresi boyunca yag asidi kompozisyonu (relatif bulunma orani, %)*

Kontrol Kasar Peyniri

L. plantarum’u Destek Kiiltiir Olarak iceren Kasar

Bilesen Peyniri
1. Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin 1. Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin
C4:.0 1,254+0,32 1,00+0,28 1,16+0,50 1,36+0,43 1,31+0,27 1,04+0,26 1,22+0,43 1,37+0,42
C5:0 0,01+0,00 | 0,01+0,00 | 0,01+0,00 | 0,02+0,01 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 0,02+0,01
C6:0 1,80+0,38 1,35+0,57 1,71+0,56 1,92+0,51 1,83+0,35 1,46+0,55 1,79+0,47 1,93+0,50
C7:0 0,02+0,01 0,03+0,01 0,02+0,01 0,02+0,01 0,02+0,01 0,02+0,01 0,02+0,00 0,02+0,00
C8:0 1,4840,25 1,41+£0.31 1,48+0,33 1,68+0,47 1,50+0,23 1,46+0,27 1,49+0,32 1,67+0,48
C9:0 0,03+0,01 0,17+0,27 | 0,03+0,01 0,05+0,01 0,03+0,01 0,03+0,01 0,03+0,01 0,04+0,01
C10:0 3,70+£0,70 | 3,19+0,63 | 2,82+1,71 3,42+0,62 3,66+0.40 3,2840,56 3,45+0,76 3,45+0,60
Cll:1n-1 0,26+0,15 | 0,27+0,16 | 0,34+0,18 | 0,25+0,26 0,28+0,15 0,25+0,17 0,40+0,09 0,28+0,24
C11:0 0,04+0,01 0,04+0,02 | 0,08+0,07 | 0,06+0,03 0,05+0.,01 0,04+0,02 0,05+0,02 0,03+0,02
C12:0 3,93+049 | 3,64+0,61 3,75+0,80 | 4,03+0,73 4,01+0,41 3,71+0,56 3,84+0,68 4,04+0,72
C14:0 11,81£0,59 | 11,46+1,35 | 11,51£1,39 | 12,061,122 | 12,1540,25 11,62+1,27 11,71£1,16 12,09+1,08
Cl14:1 n-5 1,17+0,12 1,05+0,17 1,10£0,17 1,22+0,19 1,10+0,19 1,07£0,16 1,13+0,15 1,24+0,17
C15:0 0,82+0,48 1,01£0,08 1,03£0,10 1,13+0,19 0,84+0,50 1,01+0,09 1,04+0,09 1,24+0,32
C15:1 n-5 0,39+0,24 | 0,36+£0,24 | 0,28+0,12 | 0,34+0,05 0,40+0.26 0,38+0,25 0,33+0,05 0,35+0,05
C16:0 28,90+1,82 | 29,59+1,10 | 28,96+0,41 | 28,59+1,09 | 29,77+2,74 | 29,79+1,13 29,06+0,49 28,69+1,18
C16:1 n-7 1,46+0,05 1,47+0,10 1,48+0,13 1,63+0,41 1,36+0,12 1,46+0,07 1,60+0,13 1,56+0,33
C17:0 0,49+0,08 | 0,47+0,08 | 0,45+0,03 | 0,50+0,08 0,51+0,13 0,47+0,08 0,45+0,03 0,50+0,08
C17:1n-7 0,52+0,06 | 0,58+0,08 | 0,50+0,07 | 0,48+0,06 0,5340,07 0,52+0,22 0,50+0,07 0,48+0,07
C18:0 9,28+1,28 | 9,87+1,24 | 9,80+2,18 | 8,83+1,23 9,47+1,48 9,77+1,16 9,17+1,52 8,75+1,15
C18:1 22,63+2,25 | 24,554+3,80 | 22,87+4,48 | 23,23+4,32 | 21,69+1,28 | 24,31+3,75 23,03+4,64 23,054+4,14
C18:2 n-6 2,99+0,58 | 2,87+0,41 3,29+0,12 | 3,15+0,31 2,89+0,70 2,96+0,35 3,25+0,09 3,02+0,41
C18:3 n-6 0,85+0,52 | 0,66+0,38 | 0,69+0,41 0,76+0,55 0,73+0,64 0,69+0,35 0,69+0,40 0,73+0,59
C18:3n-3 1,21+0,66 1,17+0,64 1,55+0,75 1,724+0,94 1,24+0,64 1,27+0,62 1,54+0,75 1,87+0,87
C20:0 0,24+0,28 | 0,26+0,21 0,43+0,26 | 0,50+0,21 0,32+0,25 0,22+0,19 0,43+0,26 0,52+0,20
Diger | 4,73£2,31 3,51+1,07 | 4,68+1,22 | 3,05+1,10 4,32+2,56 3,1340,88 3,76+1,52 3,07+1,19
SFAs | 63,80+6,69 | 63,49+6,76 | 63,23+8.33 | 64,17+6,75 | 65,45+7,03 63,95+6,16 63,76+6,24 64,36+6,77
MUFASs | 26,434+2,89 | 28,294+4,47 | 26,57+5,16 | 27,15+5,31 | 25,37+2,07 | 28,52+4,63 26,99+5,14 26,95+5,00
PUFAs | 5,04+1,76 | 4,71+1,43 | 5,53+1,28 | 5,64+1,81 4,86+1,98 4,93+1,33 5,49+1,24 5,61+1,87
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Kasar peyniri 6rneklerinin ugucu lezzet bilesiklerinin belirlenmesinde tepe boslugu
GC-MS teknigi kullanilmis ve tarama modunda (scan mode) yeterli bilesen piki elde
edilemediginden, secilmis iyon izleme (selected ion monitoring, SIM) modunda
calisilmistir. Bu amagla daha 6nce kasar peynirlerlerinde belirlenen ugucu bilesenlerden
standartlar1 temin edilebilen bilesikler kullanilmis ve kalibrasyon grafikleri ¢izilerek miktar
bazinda belirleme yapilmistir. Arastirmamizda calisilan bilesiklerin alikonma zamani ve

secilen se¢ilmis iyon izleme degerleri Cizlege 4.5°te verilmistir.

Tablo 4.5. Calisilan bilesiklerin alikonma zamani ve segilen se¢ilmis iyon

izleme (selected ion monitoring, SIM) degerleri

Bilesen Alikonma Zamani i

(R, dakika)
Dietil eter 4,0 31, 45,59, 74
Hekzan 4,3 29, 47,71, 57
Benzen 4,3 54,78
Karbon distilfit 47 32,44, 76
Etil asetat 6,0 28, 43
Formik asit 1-metil propil esteri 6,6 45, 56, 73
2-Propanol (izopropil alkol) 7,6 45,59
Triklorometan 8,5 47, 58, 83, 100
2-Biitanol 9,3 45, 59
a-Pinen 11,7 93, 105, 121, 136
1-Biitanol 12,4 31, 42,59
1-Propanol 12,8 31, 42,59
B-Pinen 14,6 93,121, 136
1-Biitanol 3-metil (izoamil alkol) 17,5 41,55, 57,70
Formik asit oktil esteri 24,0 58, 70, 84
Formik asit 25,3 29, 46
Pirol 25,9 39, 67
Benzaldehit 26,5 51, 77, 106
1-Oktanol 27,1 41, 56, 69, 84
Asetofenon 29,6 51, 77, 105, 120
Fenil etil alkol 35,2 65, 91, 122
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Fenol 37,0 39, 66, 94
Kreosol (fenol 4-metil) 38,6 77,107
Toluen 19,0 19, 91, 65
Asetaldehit 50 29, 44
Aseton 5,9 43, 58
Etanol 8,0 31,45
Diasetil 9,9 43, 86
Asetik Asit 24,6 45
Isobiitirik Asit 27,5 43,73, 88
Biitirik Asit 29,0 43, 60
Isovalerik Asit 30,0 43, 60
Valerik Asit 31,5 60, 73

Arastirmamizda tretilen kasar peyniri orneklerinde 90 giin depolama siiresince
belirlenen bazi ugucu lezzet bilesikleri ve konsantrasyonlar1 Tablo 4.6°da verilmistir. Kasar
peynirlerinde 7 adet alkol grubundan bilesik c¢alisilmis ve bunlardan en yliksek
konsantrasyonlarda olanlarm 1 ve 2-propanol ile etil alkol oldugu goriilmiistiir. Uretilen iki
grup kasar peyniri 6rnegindeki etil alkol konsantrasyonlarinin genel olarak depolama
stiresince artti@1 tespit edilmistir. Genel olarak kontrol peynirinin daha yiiksek
konsantrasyonda etil alkol belirlenmistir. Yapilan calismalarda etil alkoliin Kasar
peynirinin (Hayaloglu, 2009) yani sira Feta (Bintis ve Robinson, 2004) ve Cheddar (Arora
vd., 1995) gibi bir¢cok peynir tipinde bulunan baslica alkol bilesigi oldugu belirlenmistir.
Kasar peyniri Orneklerimizde diisilk konsantrasyonda tespit edilen 3-metil-1-biitanol
dallanmis zincirli amino asitlerin (valin, l0sin ve izoldsin) katabolizmasi sonucu olusan
aldehitlerden meydana gelmektedir (Engels vd., 1997).

Aldehitler peynir yapisinda birikmeyen ve hizla alkollere veya ilgili asitlere
doniisen kimyasal bilesiklerdir. Uretilen kasar peynirlerinde asetaldehit ve benzaldehit
olmak tizere 2 aldehit bilesiginin konsantrasyonlari arastirilmistir. Aldehitler diger bazi
bilesiklerle kiyaslandiginda kasar peynirlerinde diisiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir.
Yogurtta temel lezzet bileseni olan asetaldehit peynirlerde laktat metabolizmasi, etil alkol
oksidasyonu veya treonin amino asidinin pargalanmasi sonucu olusabilmektedir
(McSweeney ve Sousa, 2000). Uretilen kasar peynirlerindeki depolama siiresince

belirlenen asetaldehit konsantrasyonunun birbirine benzer oldugu belirlenmistir.
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Benzaldehitin kasar peynirlerinde bulunmadig: ya da ¢ok diislik konsantrasyonlarda oldugu
tespit edilmistir.

Kagar peyniri orneklerinde 3 keton bilesiginin konsantrasyonlart belirlenmistir.
Bunlardan diasetil (2,3-biitandion) sitrat metabolizmas1 sirasinda meydana gelen stabil
olmayan a-asetolaktat’tan kaynaklanmaktadir. Diasetil kasar peynirlerinde calisilan
bilesikler i¢inde peynirlerde en yiiksek konsantrasyonda bulunan bilesiklerden biri
olmustur. Depolamanin 60. gilinii disinda destek kiiltiir kullanilarak {retilen kagar
peynirlerinde kontrol peynirine gore daha yiiksek konsantrasyonda diasetil belirlenmistir.
Diasetilin peynirlerde tereyagimsi lezzete katkida bulundugu ifade edilmektedir (Clark ve
Winter, 2015).

Calismamizda 6 asit bilesiginin konsantrasyonlar1 belirlenmis ve bunlardan iiretilen
kasar peynirlerinde en fazla bulunanlarin asetik asit ve biitirik asit oldugu tespit edilmistir.
Bu bulgumuz Hayaloglu (2009)’un elde ettigi bulgulara benzerlik gostermektedir. Asetik
asitin konsantrasyonu depolanin ilk ayna kadar her iki grup peynir orneginde benzer,
sonraki giinlerinde kontrol kasar peyniri Orneginde daha yiiksek konsantrasyonda
belirlenmistir. Peynirlerde ransit tattan sorumlu olan ve temelde lipoliz sonucu meydana
gelen biitirik asidin peynirlerdeki konsantrasyonu depolama siiresince her iki peynir
orneginde de artmistir. Depolamanin 60 ve 90. giinlerindeki kontrol grubu peynir
orneklerinin biitirik asit konsantrasyonu destek kiiltiir igeren peynirden daha yiiksek
bulunmustur. Bu sonu¢ c¢alismamizda izole edilen L. plantarum’un destek kiiltiir olarak
kullaniminin mevcut {iretim kosullarinda lipolize katki yapmadigini géstermektedir.

Calismamizda yukarida bahsedilen temel kimyasal gruplara ait bilesiklerin disinda
bir kasar peynirlerinde olgunlagsma sirasinda kiikiirtli amino asitleri igeren peptitlerin
degradasyonu sonucu olusabilen karbondisiilfit, ¢ok diisiik konsantrasyonda da olsa
karotenin degradasyonu sonucu olusan tollien, benzen tiirevi olan pirol, fenolik
bilesiklerden fenol ve kreosol ile diger bilesiklerden hekzan ve dietileter belirlenmistir.

Ayni bilesikler Hayaloglu (2009) tarafindan eski kasar peynirlerinde de belirlenmistir.
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Tablo 4. 6 Kasar peyniri orneklermde 90 giin depolama siiresince belirlenen bazi ugucu lezzet b11es1k1er1 (mg/kg)*

Depolama Siresi (gun)

Bilesen 30 60 90

K Std D Std K Std D Std K Std D Std K Std D Std
Dietileter 2,07 0,58 1,93 1,19 1,54 1,10 0,76 0,86 3,51 2,41 1,73 0,73 4,10 0,46 4,86 4,14
Hekzan 1,04 0,29 0,96 0,59 0,77 0,55 0,38 0,42 1,76 1,21 0,86 0,37 2,05 0,23 2,43 2,07
Karbondisiilfit 566 1,88 6,37 0,24 11,46 427 10,08 0,88 7.51 3,91 7.48 1,24 6,67 1,76 5,60 1,22
Asetaldehit 0,72 0,52 1,09 0,70 1,38 0,64 1,88 0,50 2,11 0,09 3,67 4,67 2,81 1,38 2,05 0,10
Aseton 0,26 0,09 0,13 0,05 0.21 0,08 0,22 0,01 0,27 0,03 0,18 0,06 0,46 0,10 0,44 0,01
Etil asetat - - - - - - - - - - - - - - - -
2-propanol - - - - 7,68 0,04 767 - 7,66 0,06 7.28 - 7.43 - 7.78 0,30
Etanol 11,56 6,48 12,66 8,21 47,28 | 49,90 10,85 9,15 88,67 | 12,04 15,74 2,16 | 190,74 | 226,87 79,75 1.1
Diasetil 30,08 | 10,41 85,87 21,48 | 156,25 | 80,89 | 269,87 3,93 | 518,32 | 51,15 | 346,85 | 15,93 | 693,39 | 487,66 | 708,71 34,59
2-biitanol - - - - - - 15,39 - - 18,31 4,54 42 57 - - -
1-propanol - - - - - - 17,11 - 157,03 | 31,79 28,92 1,90 | 117,36 | 131,94 | 11563 | 17,08
3-metil-1-bhiitanol 0,19 0,11 0,19 0,13 0,67 0,16 0,32 0,10 6,16 0,11 0,45 0,03 13,41 1,76 10,13 0,83
Toluen - - 0,01 - 0,01 - 0,01 0,01 0,01 0,00 0,02 0,00 0,02 0,01 0,01 -
Asetik Asit 31,75 6,20 36,90 27,36 | 17,93 025 15,34 2,00 37,98 1,80 20,52 9,33 49,25 22,75 33,07 6,70
Formik asit - - - - - - 0,59 - 1,89 0,00 0,59 0,01 1,04 0,02 0,70 0,17
Pirol - - - - - - - 0,11 0,02 0,11 0,06 0,15 0,09 - -
Benzaldehit - - - 1,47 - 1.47 - 0,43 0,16 0,20 0,00 - - 0,33 0,09
1-oktanol - - - - - - - 0,08 0,00 0,01 - 0,29 0,06 0,03 0,01
3-metil-btirik asit - - - - - - - 1,88 0,06 - - - - - -
Biitirik asit 4,16 4,17 2,49 1,67 12,24 7,66 31.61 12,56 | 123,00 | 17,02 75,27 11,77 | 338,71 | 111,38 | 154,92 | 27,43
Asetofenon - - - - 0,08 - - - - - - - 0,20 - 0,12 0,07
Isovalerik asit - - - - 9,70 - 2,26 - - - - - 10,17 8,25 4,50 -
Valerik asit - - 1,03 - 1,26 0,83 2,04 - 8,34 2,60 7.61 1.41 37,09 10,12 11,49 0,39
Fenil etil alkol 5,96 1,49 4,24 1,71 3.1 0,02 3,18 - 3,08 0,01 3,08 0,02 6,52 2,77 3.89 0,35
Fenol 0,28 0,26 - - - - - 0,76 0.83 0,16 0,12
Kreosol 0,07 0,00 0,06 - 0,02 0,00 - - 0,02 0,00 - 0,06 0,01 0,04 0,00

*. K: Kontrol kasar peyniri, D: Destek kaltur olarak L. plantarum’u iceren kasar peyniri, Std: Standart sapma
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Depolama siiresinde kasar peyniri 6rneklerinde toplam laktobasil, toplam laktokok,

L. plantarum ve toplam aerobik mezofilik bakteri sayilarinin degisimi Tablo 4.7 ile Sekil

4.2 ve 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.7. Depolama siiresince kasar peyniri 6rneklerinde laktobasil, laktokok,
L. plantarum ve toplam aerobik mezofilik bakteri sayilarinin degisimi (log kob/g)

Depolama Kontrol Kagar Peyniri L. plant?é':smar]%e;s;ﬁl;il(ulturlu
Stiresi
(gtin) Laktobasil | Laktokok L. Toplam Laktobasil | Laktokok L. TMAB*
plantarum | Bakteri plantarum

1 458+1,13 | 4,42+1,33 | 4,32+1,22 | 4,56+1,20 | 4,80+1,12 | 4,79+1,28 | 6,28+0,95 | 4,96+1,35
30 6,73+0,81 | 6,71+0,84 | 6,10+1,70 | 6,77+0,87 | 7,90+0,76 | 7,81+0,69 | 7,81+1,63 | 7,89+0,80
60 6,86+1,87 | 6,83+£1,94 | 6,74+2,00 | 6,88+1,92 | 7,81+0,60 | 7,73+0,54 | 7,68+0,67 | 7,69+0,44
90 7,37+0,86 | 7,36+0,87 | 6,32+1,18 | 7,41+0,95 | 7,89+0,61 | 7,36+0,13 | 7,21+1,45 | 7,81+0,64

*: Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri

Kontrol kasar peyniri 6rnegi ile L. plantarum’u destek kiiltiir olarak igeren kasar
peyniri Orneklerinin toplam laktobasil ve laktokok sayilari karsilastirildiginda iki
mikrobiyal grubun depolamanin birinci giiniinde destek kiiltiir kullanilarak iiretilen kasar
peynirinde daha yiiksek sayida bulundugu ancak sdzkonusu farkliligin 1 logaritmik birimin
altinda oldugi belirlenmistir (Tablo 4.7). L. plantarum’un destek kiiltiir olarak kullanildig:
kasar peynirinde laktobasil sayisinin kontrol peynirinden daha yiiksek bulunmasi beklenen
bir durumdur. Genel olarak depolamanin 30, 60 ve 90. giinlerinde destek kiiltiir kullanilan
peynirde kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek sayida laktobasil, laktokok ve L. plantarum
oldugu goriilmistiir. Yine depolama siiresince toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi
beklenildigi bi¢imde destek kiiltiir kullanilarak iiretilen kasar peyniri drneklerinde daha
yiikksek bulunmustur. Ancak her iki peynir grubunun, calismada incelenen mikrobiyal
gruplar acisindan farkliliklarinin genel olarak 1 logaritmik birimin altinda olmasi
peynirlerin mikrobiyal yiiklerinin istatistiksel olarak birbirlerine benzer oldugunu
gostermektedir. S6z konusu bulgu olgunlasma parametrelerinde peynirler arasinda

farkliligin bulunmadigi yoniinde elde edilen bulgularla uyumludur.
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Sekil 4.3. Depolama siiresince destek kiiltiir olarak L. plantarum ig¢eren kasar peyniri

orneklerinde farkli mikroorganizma sayilarinin degisimi

Arastirmada depolama siiresince kontrol ve L. plantarum’u destek kiiltiir olarak
iceren kasar peyniri 6rneklerinin duyusal analizler ile belirlenen lezzet agisindan begeni
durumu Tablo 4.8’de verilmistir. Yapilan istatistiksel analizde otolitik destek kiiltiir
ilavesinin peynirlerin duyusal lezzet karakteristigi {izerine onemli derecede etki ettigi

(p<0,05) ancak depolama siiresinin ve destek kiiltiir kullanimi x depolama siiresi
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interaksiyonunun etkisi olmadig tespit edilmistir (p>0,05). Depolama siiresince duyusal
panellerde elde edilen tim veriler degerlendirildiginde (her bir peynir i¢in n=384) kontrol
kasar peyniri 6rneginin ortalama lezzet puaninin 4,97, destek kiiltiir kullanilarak {iretilen
kasar peyniri 6rneginin lezzet puaninin 5,28 oldugu ve iki deger arasindaki farkliligin
istatistiksel agidan dnemli oldugu bulunmustur (p<0,05). Elde edilen sonuglar destek kiiltiir
kullaniminin genel olarak kasar peynirinde lezzet agisindan tiiketici begenisini olumlu

yonde etkiledigini gostermektedir.

Tablo 4.8. Depolama siiresince kasar peyniri 6rneklerinin duyusal analizler ile belirlenen
lezzet agisindan begeni durumu®* (n=48)

Depolama Siiresi (giin) Kontrol Kagar Peyniri L plant;r:gr]%zs;rell;il(ulturlu
1 4,66+1,75” 5,28+1,58%
30 5,08+1,50% 5,50+1,40
60 5,04+1,68" 5,38+1,37A
90 5,10+1,70* 4,94+1,86"

*Ayni siitundaki farkli harfler destek kiiltiir ilavesi x depolama siiresi interaksiyonu agisindan ortalamalar
arasindaki farkliliklarin p<0,05 diizeyinde 6nemli oldugunu gdstermektedir.
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5. SONUC

Bu arastirmada otolitik aktivitesi yiiksek L. plantarum’un (PFC231, 47MQ7, otoliz

orani %36,88) kasar peyniri liretiminde destek kiiltiir olarak kullaniminin kasar peynirinin

90 giinliilk depolama siiresince olgunlasma parametrelerine etkisi arastirilmistir. Kasar

peyniri iiretiminde endiistriyel kosullarda gergeklestirilmistir. Arastirmada elde edilen bazi

sonuglar ve bundan sonra yapilacak ¢aligmalar i¢in Oneriler asagida sunulmustur.

L. plantarum’un kasar peyniri liretiminde destek kiiltiir olarak kullanimi peynirlerin
baglica olgunlagsma parametreleri [lipoliz (ADV ve yag asitleri kompozisyonu) ile
proteoliz (olgunlagsma indeksi)] iizerine 6nemli bir katk1 saglamamuistir.

Kimyasal analiz sonuclariyla farkli olarak, yapilan duyusal analizde kasar peyniri
tiretiminde otolitik L. plantarum’un kullaniminin kasar peyniri lezzetini olumlu yonde
etkiledigi belirlenmistir.

Duyusal analizlerde elde edilen veriler, calismada lezzet bilesiklerinin belirlenmesi igin
kullanilan enstriimental yontemle dogrulanamamistir. Bundan sonraki caligsmalarda
ugucu bilesen ektraksiyonun kati faz mikro ekstraksiyon yontemi kullanilmasi yararli
olabilecektir.

Calismadaki inokulasyon oranlarinda basarili sonuglar elde edilememesi nedeniyle
bundan sonraki caligmalarda ayni kiiltiiriin daha yiiksek inokulasyon oranlarinda
kullanilmas tavsiye edilmektedir.

Peynir iiretiminde denenmeden once destek kiiltlir ile halihazirda kullanilan starter
kiiltiir/ler ayn1 ortamda gogaltilarak gelisim 6zelliklerinin incelenmesi 6nerilmektedir.
Peynirlerin endiistriyel kosullar yerine daha az siit miktarlariyla iiretilmesi, tercihen
laboratuvar/pilot tesis kosullarinda {retilmesi daha standart iretim kosullari

saglayacagindan caligsma sonuglarina olumlu katkilar yapabilir.
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EKLER

EK-1

KASAR PEYNIRi DUYUSAL TESTI

Sayin Panelist,

LEZZET Ac¢isindan begeni durumu

71 Cok begendim.

) Orta derecede begendim.

"] Biraz begendim.

"1 Ne begendim ne de begenmedim.
"] Biraz begenmedim.

1 Orta derecede begenmedim.

"1 Hi¢ begenmedim.

Panelist Cinsiyeti:

T1Erkek [7Kadin
Panelist Calisma Durumu: [ Ogrenci

(1 Akademik Personel
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1 idari Personel
"1 Diger

Katihmimiz i¢in Tesekkiir Ederiz.



OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Ersin DERE
Dogum Yeri : Tefenni
Dogum Tarihi : 21.05.1978
Yabanci Dili : Ingilizce

Egitim Durumu

Lise : Antalya Lisesi, Antalya (1994)

Lisans . Pamukkale Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida Miihendisligi
Boliimii, Denizli (2002)

Yiksek : Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida

Lisans Miihendisligi Anabilim Dali, Burdur (2019)

Mesleki Tecriibe

e Uretim Miidiirii, Zerenler Siit Uriinleri Gida San. ve Tic. Ltd. Sti., Camlica Mahallesi
1762 Sokak No:6 Organize Sanayi Bolgesi Bucak/Burdur (2003-Devam Ediyor)
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