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YOGURTTAN BiYOAKTIF PEPTIT ELDESI VE BU PEPTITLERIN
ANTIMIKROBIYAL VE ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ
BELIRLENMESI

Hatice SANLIDERE ALOGLU

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Ziibeyde ONER

Bu c¢alismada geleneksel yontemle ve ticari kiiltiirle {iretilen yogurtlarin biyoaktif
peptit olusumu incelenmis ve depolama siiresi boyunca siit proteinlerinde meydana
gelen proteolizin biyoaktif peptitlerin olusumu iizerine etkisi irdelenmistir. Ayrica
ters faz-HPLC ile ayrimlar1 gergeklesen peptitlerin antioksidatif ve antimikrobiyel
aktiviteleri arastirilmistir.

Aragtirmada Oncelikle geleneksel ve ticari yogurt orneklerinin 4 haftalik depolama
stiresince fizikokimyasal ve mikrobiyolojik analizleri yapilmistir. Fizikokimyasal
analizlerden % kurumadde, titrasyon asitligi, pH tayini, % yag, kurumaddede % yag,
% protein degerleri belirlenmistir. Mikrobiyolojik analizlerden koliform grubu, maya-
kiif, toplam mezofilik aerobik bakteri, Laktobasil ve Streptokok sayimlar1 yapilmistir.
Yogurt Orneklerinin  ugucu aromatik bilesenlerinin  belirlenmesi amaciyla
depolanmalarinin birinci giinlerinde gaz kromatografisinde aroma maddeleri tayini
yapilmistir. Ayrica yogurt oOrneklerinin depolanmasi sirasinda meydana gelen
proteolizin belirlenmesi amaciyla proteolitik aktivite tayini yapilmistir.

Liyofilize yogurt serumlart ve HPLC fraksiyonlarindan elde edilen peptitlerin
Micrococcus luteus, Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica’ ya kars1 antimikrobiyel aktivitesi aragtirtlmistir. Kuyucuk
difiizyon testi sonucunda herhangi bir zon elde edilememistir. Yogurt fermantasyonu
sirasinda meydana gelen proteolitik parcalanmanin antimikrobiyel peptitlerin
olusumu igin yetersiz oldugu belirlenmistir.

Ayrica liyofilize yogurt serumlar1 ve HPLC fraksiyonlarindan elde edilen peptitlerin
ABTS ve DPPH yontemi ile antioksidan aktivite degerleri belirlenmistir. Geleneksel
yogurtlarin liyofilize serumlarinin antioksidan aktivitesi ticari yogurtlarmn liyofilize
serumlarindan daha yiiksek bulunmustur. Ticari 6rneklerde ortalama 7.697-8.739 mM
troloks/g olarak degisen bu deger geleneksel drneklerde 10.115-13.182 mM troloks/g
arasinda degismistir. Secilen yogurt 6rneklerinin HPLC’ de fraksiyonlarina ayrilmasi
ile elde edilen peptitlerin antioksidan aktivite degerleri yaklasik 10-200 kat arasinda
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artmistir.  Yogurt oOrneklerinin tamaminda en yiliksek antioksidan aktiviteyi F2
fraksiyonu gostermistir. Secilen yogurt orneklerinde F2 fraksiyonunun gosterdigi
antioksidan aktivite degeri 2436.62-2782.40 mM troloks/g arasinda degismistir.

TY2 yogurt 6rneginin ileri fraksiyonlanmasi ile F2.2, F2.3, F2.5, F3.4, F3.7, F4.3 ve
F4.4 olarak kodlanmis fraksiyonlarin antioksidan aktivitesi yliksek bulunmustur. Bu
degerler sirastyla 2812.992, 2463.892, 1615.899, 1501.643, 1783.261, 2157.346 ve
1986.675 mM troloks/g’ dir. Yogurtlarda goriilen diisilk antioksidan aktivitenin
artirtlmasi, fraksiyonlara ayrilma ile miimkiin olmustur.

Anahtar Kelimeler: Yogurt, biyoaktif peptitler, antioksidan aktivite, antimikrobiyel
aktivite.
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ABSTRACT
Ph.D. Thesis

IDENTIFICATION OF BIOACTIVE PEPTIDES OBTAINED FROM
YOGURT AND DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND
ANTIOXIDANT ACTIVITY OF THESE PEPTIDES

Hatice SANLIDERE ALOGLU

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc Prof. Dr. Ziibeyde ONER

The objectives of the study are to isolate and characterize of bioactive peptides from
traditional and commercial yogurts which were produced with starter culture and to
investigate the effect of proteolysis on bioactive peptides release during the stages of
storage. Also, antioxidant and antimicrobial activities of these peptides isolated by
RP-HPLC were investigated.

Firstly, traditional and commercial yogurt samples physico-chemical and
microbiological properties were determined during 4 week storage period. Physico-
chemical analyses were total solids, titration acidity, pH, fat, fat in solids, and protein.
Microbiological analyses were coliform bacteria, yeast-mold, total mesophilic aerobic
bacteria, Lactobacillus and Streptococcus microorganisms counts. The volatile
aromatic components of yogurt samples analysed by gas chromatography. Also,
during the storage period yogurt samples proteolytic activity were determined.

Peptides released from lyophilized serum of yogurt and its HPLC fractions’s
antimicrobial activity were investigated against Micrococcus luteus, Escherichia coli,
Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes, and Yersinia enterocolitica. Well-
diffusion assay was performed but no zone was observed on the agar plates.
Proteolytic activity during the yogurt fermentation was not enough for occurence of
antimicrobial peptides.

Peptides released from lyophilized serum of yogurt and its HPLC fractions’s
antioxidant activity were determined by ABTS and DPPH methods. Lyophilized
serum of traditional yogurts’s antioxidant activity was greater than lyophilized serum
of commercial yogurts’s antioxidant activity. These values means were changed
between 7.697 and 8.739 mM trolox/g in commercial yogurts, 10.115 and 13.182 mM
trolox/g in traditional yogurts. Antioxidant activity of peptides released from HPLC
fractions of selected yogurt samples were increased 10-200 times. In all the yogurt
samples the greatest antioxidant activity was shown in F2 fraction. Antioxidant

activity values of F2 fractions of the selected yogurt samples were changed between
2436.62 and 2782.40 mM trolox/g.
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After further fractionisation of TY2 yogurt sample the fractions coded as F2.2, F2.3,
F2.5, F3.4, F3.7, F4.3, and F4.4 were shown the highest antioxidant activity value.
These values were 2812.992, 2463.892, 1615.899, 1501.643, 1783.261, 2157.346,
and 1986.675 mM trolox/g, respectively. Enhancement of low antioxidant activity in
yogurts were achieved by fractionisation.

Key Words: Yogurt, bioactive peptides, antioxidant activity, antimicrobial activity

2010, 152 Pages
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1.GIRiS

Siit, bebekler ve yetigkinler i¢in 6nemli besin elementlerini iceren, bagisiklik
sistemini koruyucu, biyolojik olarak aktif bilesenlerin kaynagi olan bir gida
maddesidir (Clare and Swaisgood, 2000). insan beslenmesinde énemli bir yeri olan
siit proteinleri son 20 yil i¢inde yapilan c¢alismalar sonucunda cesitli fizyolojik
fonksiyonlara sahip peptitlerin ortaya ¢ikmasiyla daha da 6nem kazanmistir. Bu
durum, siitiin sadece bir gida olarak degil, ayn1 zamanda biyoaktif bilesenlerin bir

kaynagi olarakda ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Dagdemir vd., 2003).

Siitiin temel bilesenleri; kazein (o, B, K, 7), a-laktalbumin (a-La), B-laktoglobulin (B-
Lg), immunoglobulin, laktoferrin, proteoz-pepton, transferin ve kan serum
albumindir. Bu protein fraksiyonlarindan kaynaklanan peptitler sinir sistemini
diizenleyici (opioid), damar tikanikligini Onleyici (antitrombotik), yiiksek tansiyon
Onleyici (antihipertansif), bagisiklik sistemini diizenleyici, antimikrobiyel ve mineral
tasiyic1 6zelliklere sahiptirler (Clare and Swaisgood, 2000; Tokath vd., 2005; Celikel
et al., 2005; Korhonen and Pihlanto, 2006; Ong et al., 2007; Haque et al., 2009).

Siit tirinlerinde starter mikroorganizmalar olarak kullanilan laktik asit bakterileri
(veya siitlin dogal florasi) igerdikleri proteinaz ve peptidazlar ile bazi biyoaktif
peptitlerin olusumuna katkida bulunmaktadirlar (Chianese et al., 1997; Smacchi and

Gobbetti, 2000; Gobbetti et al., 2002; Algaron et al., 2004).

Fermente irilinlerde, laktik asit ve aroma bilesenlerinin olusumunun yani sira
proteoliz de en énemli biyokimyasal basamaklardan birisidir. Bu asamada hiicre dis1
proteinazlar1 oOncelikle kazeinlerin parcalanmasini saglar ve agiga c¢ok sayida
oligopeptit ¢ikar. Sonrasinda da hiicre i¢i peptidazlar ile ileri kirilmalar meydana
gelerek saglik ve beslenme i¢in yararli amino asit ve peptitler agiga ¢ikar. (Yamamoto
et al., 1994; Kunji et al., 1996; Christensen et al., 1999; Yamamoto et al., 1999;
Donkor et al., 2007a; Donkor et al., 2007b).



Bu agidan fermente siit iirlinleri, besin elementleri ve enerji saglamalarinin yani sira
biyoaktif peptitlerin de kaynagimi olusturur. Simdiye kadar yapilan g¢aligmalarda
fermente siit lirtinlerinden ¢ok sayida biyoaktif peptit elde edilmistir. Elde edilen bu
peptitler antimikrobiyel, (Minervini et al., 2003), antikanser (MacDonald et al., 1994;
Ganjam et al., 1997) bagisiklik sistemini diizenleyici, mineral baglayici, sinir
sistemini diizenleyici (Shah, 2000; Silva and Malcata, 2005) ve yiiksek tansiyon
onleyici (FitzGerald et al., 2004; Muguerza et al., 2006) ozellikler gostermektedirler.
Biyoaktif 6zellik gdsteren peptitlerden en ¢ok caligilanlar yiliksek tansiyon Onleyici ya
da Angiotensin-I ¢evirici enzim inhibitorii (ACE-I converting enzyme) peptitlerdir.
(Mullally et al., 1997; Sipola, 2002; Muguerza et al., 2006; Donkor, 2007; Donkor et
al., 2007a; Chen et al., 2007).

Fermente bir siit liriinii olan yogurt, diger lilkelerde genellikle son yiizyil iginde
taninmis ve tiikketimi hizla artmaya baslamistir. Ozellikle insan dmriinii uzattig1 ve
bazi hastaliklar iyilestirdigi bilimsel olarak agiklaninca yogurda olan ilgi artmis ve
yogurt tiiketimi diinyada yayginlagsmaya baslamistir. Bugiin yogurt, diinyanin her
yerinde bilinen, ¢esitli tat ve dzellikte yapilan, her iilkede tiikketimi hizla artan degerli

bir yiyecek haline gelmistir (Yaygin, 1999).

Yogurt, termofilik starter bakteriler tarafindan laktozun laktik asite doniistimii ile
meydana gelen bir {irlindiir. Bu nedenle pihtisi zayif, viskoelastik bir asit jelinden
olusmustur (Ozer ve Atamer, 1994; Pereira et al., 2006; Xu et al., 2008; Ramchandran
and Shah, 2008a). Kazein ve serum proteinleri, yogurt jelinin olusumu igerisinde
onemli etkiye sahiptirler. Yogurdun tiiketici tarafindan kabul gérmesi i¢in aromasi
kadar yapisal 6zelliklerinin de 6nemli oldugu bilinmektedir (Pereira et al., 2006; Xu

et al., 2008; Ramchandran and Shah, 2008a).

Diger biyolojik aktiviteler ile karsilagtirildiginda (6rnegin yiiksek tansiyon onleyici
peptitler) siit ve siit {irtinlerinden 6zellikle de yogurtlardan elde edilen antimikrobiyel

peptitler ile ilgili ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Rizzello et al., 2005).



Yogurdun besin degerinin yiiksek olmasi disinda in vitro olarak, Salmonella,
Shigella, Staphylococcus, E. coli, Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Brucella,
Vibrio, Klebsiella, Mycobacterium gibi birgok mikroorganizmaya karsi inhibitor etki
yaptig1 gosterilmistir. Patojenik enterik mikroorganizmalardan Salmonella typhosa,
Shigella dysenteria, Vibrio cholerae’ nin ise ii¢ saat icinde yogurtta Oldigi
belirtilmektedir. Yogurdun in vivo etkisinde ise yapilan hayvan ¢alismalar1 yogurdun
gastrointestinal enfeksiyonlarin giderilmesinde etkin oldugunu diisiindiirmektedir.
Yogurtta bulunan laktozun bagirsak floras1 tarafindan fermentasyona ugratilmasi
sonucu ortaya ¢ikan laktik asit ve diger organik asitlerin zararli bakteriler iizerine
etkisi bulunmaktadir. Bunun yanisira fermente siit iirlinleri ve yogurtta bulunan laktik

asit bakterilerinin de bu siirecte etkisi olmaktadir (Ozden, 2009).

Yogurdun antimikrobiyel etkisinin oldugu bilinmektedir ve siit proteinlerinin laktik
asit bakterileri tarafindan fermentasyonu sirasinda aciga c¢ikan, fizyolojik olarak aktif
peptitleri icermesi nedeni ile de 6nemli bir siit iiriiniidiir (Ramchandran and Shah,
2008b). Siit proteinlerinin proteolizi ile agiga ¢ikan ve farkli biyoaktif ozellikler
gosteren peptitlerden en ¢ok calisilanlar ACE inhibitor peptitleridir (Lopez-Fandifio
et al., 2006; Ramchandran and Shah, 2008b; Ramchandran and Shah, 2009). Ayrica
fermente siit irlinleri tiiketiminin antioksidatif etki yaratti§i hayvanlar ve insanlar

tizerinde yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Pihlanto, 2006).

Yapilan kaynak arastirmasinda yogurtlardan elde edilen peptitlerin ACE inhibitor
etkilerinin yogun olarak g¢alisildig1 fakat diger fermente siit iirlinlerinde belirlenmis
olan antioksidatif ve antimikrobiyel aktivite gosteren peptitler ile ilgili kapsamli bir
calisma yapilmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle bu ¢alismada geleneksel yontemle ve
ticari kiiltiirle iretilen yogurtlarin biyoaktif peptit olusumu incelenmis ve depolama
siiresi boyunca siit proteinlerinde meydana gelen proteolizin biyoaktif peptitlerin
olusumu {iizerine etkisi irdelenmistir. Son yillarda dogal kaynaklardan antioksidan ve
antimikrobiyel bilesikler elde etme ile ilgili calismalar ilgi kazanmaktadir. Bu nedenle
bu calismada elde edilen peptitlerin antioksidatif ve antimikrobiyel aktiviteleri

arastirilmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Siit Proteinleri

Siit proteini, tek bir homojen protein olmayip, farkli niteliklerde proteinlerin
karisimidir ve 30°dan fazla fraksiyondan olugmaktadir. Ancak bunlar, kazeinler ve
serum proteinleri olmak {izere 2 grup altinda toplanabilir. Siit proteinleri, biyolojik

olarak aktif peptitlerin zengin bir kaynagini olusturur (Ong et al., 2007).

2.1.1. Kazein

Dogada sadece siitte bulunan kazein, siit proteinlerinin en 6nemli fraksiyonu olup,
yaklasik % 80’ ini olusturur. Kazein, slitte misel adi verilen pargaciklar halinde
bulunur. Kazein misellerinin yaklasik % 93’1 kazein ve geriye kalan kismi; kalsiyum,
magnezyum, sodyum, fosfat ve sitrat gibi maddelerden olusur. Miktar acisindan en
fazla olam1 kalsiyum ve fosfattir ve bunlar kolloidal kalsiyum fosfat formunda
bulunurlar. Kazein s6z konusu bu maddelerle bir kompleks olusturur ve bu kompleks,
kalsiyum kazeinat-fosfat veya kalsiyum-fosfokazeinat seklinde anilir. Bu nedenle bir

fosfoprotein olarak kabul edilir (Metin, 2003).

Bir kazein miseli, Cizelge 2.1.’de goriilebilecegi gibi; as-kazein, B-kazein, k-kazein
ve y-kazein gibi bilesenlerden meydana gelir (Ugiincii, 2005). Kazeinlerin fosfat
gruplart onemli Ol¢lide kalsiyum baglar. Bunlar kalsiyum misellerinin yapisi igin
onemlidir. Kazeinin, kalsiyum baglamas1 onun fosfat i¢erigi ile orantilidir. og;- ve o-
Kazein kalsiyuma karst c¢ok hassastir. o,-Kazein 3-8 mM kalsiyum (Ca™)
konsantrasyonunda, B-kazein 8-15 mM Ca™ konsantrasyonunda ¢okmektedir. -
Kazein ise kalsiyumun her seviyesinde ¢Oziiniir durumdadir. k-Kazein sadece
kalsiyum i¢inde ¢oziinlir kalmaz ayni1 zamanda og- ve B-kazeinin stabilizasyonunu
saglamaktadir (Marth and Steele, 2001). Bu kazein tiirevlerinin ¢ok degisik
fonksiyonel 6zelliklere sahip olmalar firincilik iiriinleri, et tiriinleri, gorba ve soslarda
kullanilmalarini saglamaktadir. Kazeinler, viicutta ¢inko, kalsiyum, bakir, demir ve

fosfat iyonlarini tasima gibi ¢esitli biyoaktiviteler gostermelerinin yani sira, bir kisim



biyoaktif peptitlerin 6n maddesi olarakda islev gormektedirler (Tungtiirk, 2003).
Ayrica kazeinin hidroliz olmasi ile agiga ¢ikan peptitler (Schmelzer et al., 2007),
ACE inhibisyon aktivitesi, antioksidan aktivite, prolil endopeptitaz inhibisyon
aktivitesi ve antimikrobiyel aktivite gibi ¢oklu fonksiyonel 0Ozellikler
gostermektedirler (Lopez-Expdsito et al., 2007; Contreras et al., 2009; Srinivas and
Prakash, 2010).

2.1.2. Serum proteinleri

Yagsiz siitten kazein uzaklastirildiginda, geriye kalan kismina “siit serumu” denir ve
icerisinde yaklasik % 0.7 oraninda protein bulunur. Siit serumu igerisinde, pek ¢ok
fraksiyondan olusan bu proteinlere, serum proteinleri veya peynir iiretimi sirasinda
peynir suyunda kaldiklari i¢in “peyniralt1 suyu proteinleri” denir (Ugiincii, 2005). Siit
proteinlerinin yaklasik olarak % 20’ sini olusturan serum proteinleri, hem fonksiyonel

acidan hem de besin agidan proteinlerin miikkemmel bir karigimidir (Tungtiirk, 2003).

Serum proteinleri; B-Lg, a-La, sigir serum albumini ve immunoglobulindir. B-Lg, en
fazla bulunan serum proteinidir ve serum proteininin % 50’ sini olusturur. B-Lg’ nin 8
genetik varyasyonu vardir. Bunlar; A, B, C, D, E, F, G ve Dr’ dir. A ve B genetik
varyantlar en yaygin olanlaridir. B-Lg, 18 000 Da mol agirhigindadir ve iki disiilfit
bagina ve bir adet serbest tiol bagina sahiptir. Bu baglar 1sitma sirasinda siitte olusan

degisimler acisindan 6nemlidir (Marth and Steele, 2001).

o-La, serum proteinlerin %20’ sini olusturur. Ug bilinen genetik varyant: vardir. a-La,
14 000 Da mol agirligindadir. Dort i¢ zincir disiilfit bagi icerir ve iki kalsiyum
atomunu kuvvetlice baglayabilir. Bu atomlar kaldirildigt zaman denaturasyona
hassasiyet artmaktadir. Serum albumin, toplam serum proteinin % 5’ ini olusturur. Bu
protein karacigerde sentezlenir ve siite kazandirilir. Bir serbest tiol ve onyedi disiilfit
bagi vardir. Serum albumin kii¢iik molekiillerin tagiyicisi (yag asidi gibi) olarak gorev

yapar (Marth and Steele, 2001).



Immunoglobulinler, serum proteinlerin %10’ unu olusturur. Hafif mol agirligi 22 400
Da, agir mol agirligr 50 000-60 000 Da’ dur. 4 tip immiinoglobulin vardir. Bunlar,
IgM, IgA, IgE ve IgG’ dir. Serumda diisiik miktarlarda birka¢ protein daha bulunur.
Bunlar B-mikroglobulin, laktoferrin (bunlarin her ikisi de demir baglar) proteoz,

pepton ve asil glikoproteinlerdir (Marth and Steele, 2001).

Serum proteinleri, viicuda direng saglayan antimikrobiyel maddelerin de kaynagidir.
Ayni zamanda siit ve siit Urlinlerinin raf Omriiniin uzatilmasinda ve patojenlerin
kontroliinde de etkili olmaktadirlar (Tungtiirk, 2003). a-La, antitiimor, apoptozis,
antitilseratif, bagisiklik sistemini diizenleyici, antimikrobiyel, antiviral, yiiksek
tansiyon Onleyici, sinir sistemini diizenleyici, mineral baglayic1 ve antioksidatif
biyoaktiviteler gdsteren peptitlerin kaynagidir ve fonksiyonel gidalarin iiretiminde
kullanilmaktadir (Kamau et al., 2010). Cizelge 2.1.’de serum proteinleri ve bazi

ozellikleri goriilmektedir.

Cizelge 2.1. Siit proteininin fraksiyonlari ve baz1 dzellikleri (Ugiincii, 2005).

Protein fraksiyonlar1 | Siit proteinindeki | Izoelektrik Molekiil  agirhig
pay1 (%) noktas1 (pH) (Dalton)
Kazeinler 79 4.6 2-18-10°
os-kazein 45-55 5.1 22 500
B-kazein 23-35 53 24 000
K-kazein 8-15 4.1-4.5 19 000
y-kazein 3-7 5.8-6.4 11-20-10°
Serum Proteinleri
B-laktoglobulin 7-12 5.2 18 300
a-laktalbumin 2-5 5.1 14 000
Serum albumini 0.7-1.3 4.8 69 000
Immiinuglobulinler 1.9-3.3 4.6-6.0 15-100-10*
Proteoz ve peptonlar | 2-6 3.7 4-40-10°




2.2. Yogurdun Tarihcesi ve Onemi

Yogurt; Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus

bakterilerinin laktik asit fermentasyonu ile meydana gelen koagiile bir siit iiriiniidiir

(Rasic and Kurman, 1978; Anonim, 1999a; Anonim, 2009; Shah, 2003).

2.2.1. Yogurdun tarihcesi

Yogurt ve yogurt benzeri fermente siit iriinlerinin iiretiminin ilk kez ne zaman,
nerede ve kimler tarafindan gerceklestirildigi heniliz tam olarak aydinlatilmamistir

(Ozer, 2006).

Yogurdun ilk defa nasil yapildigina dair elde yeterli bilgi olmamakla beraber Kasgarli
Mahmut tarafindan 10. asirda yazilan Divan-u Lugat-i Tiirk ve Balasagunlu Yusuf
Hacip tarafindan yazilan Kutadgu Bilig adli eserlerde yogurt kelimesine bugiinkii

anlamda rastlamlmaktadir (Ozer, 2006).

Yogurdun Avrupa’da yayilisiyla ilgili ilk bilgiye Fransiz tip tarihinde rastlanmaktadir.
16. asirda Fransa krali 1. Fransuva atesli ishal hastaligina yakalanir. 1. Fransuva’ ya
tedavi amaciyla Tiirkler tarafindan yogurt gotiiriiliir ve yemesi tavsiye edilir. Bu
suretle diinyada yogurt liretimi birden bire artmaya baglar. O tarihte yogurt Fransa’ da
daha ziyade ilag olarak tanimmistir. Yogurdun esas yayilmasi ve genis capta Tiirk
sinirlarint agsmasi 20. yiizyilin baslarina rastlar. Yogurt, Amerika’ da yaklasik olarak
45-50 yil once tanmmmistir. Eski diinyadan Asya ve Afrika’ da yogurdun yayilist
Tiirklerin vasitastyla oldugu sdylenebilir (Ozer, 2006).

Yirminci ylizyilin basinda Rus bilim adami Metchnikoff (1845-1916), gozlemlerine
dayanarak yogurt tiiketen toplumlarin daha uzun Omiirlii oldugunu gilindeme
getirmistir. Metchnikoff ’a gore “siitiin fermantasyonu sonucu olusan yogurttaki
laktik asit ve diger iirlinler, kalin bagirsaktaki sporlasabilen anaerobik bakterilerin
gelisimini inhibe etmektedir. Bu anaerob bakteriler gastrointestinal kanaldaki

putrefaksiyondan sorumludur ve yan iiriin olarak bir¢cok toksik madde agiga



cikarmaktadir. Bu otoendotoksikasyon sonucu da yasam kisalmaktadir” fikrini ileri
stiren Metchnikoff ’un teorisi toplumu 6nemli derece de etkilemis ve yogurdu popiiler
hale getirmistir. O zaman yogurt bakterilerinden Lb. bulgaricus’ un kalin bagirsakta
koloni olugturarak putrefaksiyondan sorumlu bakterilerin ¢ogalmasini zorlagtirdig: ve
inhibe ettigi ongoriilmekteydi. Zamanla Lb. bulgaricus’ un kalin bagirsakta koloni
olusturabilme yetisine sahip olmadigi ortaya konunca bu teorinin dogrulugu
konusunda endiseler artmistir. Yogurdun tedavi edici ve Onleyici etkisinin de
abartildig1 bildirilmistir. Fakat her seye ragmen bu teori kitleleri etkilemistir (Flora,
1996; Ozden, 2009).

2.2.2. Yogurdun beslenmedeki rolii ve 6nemi

Yogurt, zengin bir karbonhidrat (laktoz), protein, yag, vitamin, kalsiyum ve fosfor
kaynagidir. Kimyasal bilesimi iiretimde kullanilan ¢ig siitiin bilesimine ve laktik asit
fermentasyonu sirasinda siit bilesenlerinde meydana gelen gelismelere baglidir.
Yogurt yapimi sirasinda siitiin bilesimini etkileyen faktorler yag ve kurumadde

standardizasyonlari ile 1s1l islemdir (Yaygin, 1999).

Siitte bulunan ve hayati 6neme sahip besin maddeleri eksiksiz, hatta daha zengin bir
sekilde yogurtta bulunmaktadir. Yogurdun iiretiminde, 6zellikle 1s1l iglem sirasinda B
grubu (B1, B6, B12 ve folik asit) ve C gibi sicakliga hassas bazi vitaminler zarar
gorse de, yogurt bakterilerinin faaliyeti sonucu Ozellikle B12 vitamininin sentezi

meydana gelmektedir (Demirci ve Simsek, 1997).

Laktik asit fermentasyonu esnasinda laktoz igerigi azalmakta, oldukea fazla laktik asit
olusmakta, degisik yapida organik asitler, serbest peptit, amino asit ve yag asitleri
miktar1 artmakta, bazi vitaminlerde azalis veya artislar meydana gelmektedir.
Yogurdun kalori degeri, laktozun laktik aside doniismesine bagli olarak % 3-4
oraninda azalmaktadir. Laktoz intoleransi olan insanlar tarafindan rahatlikla
tiikketilebilen bir {iriin niteligini kazanmaktadir. Sindirimi daha kolay oldugu gibi
sindirim sistemini diizenleyici etkiye de sahiptir. Ayrica yag icerigi diistiriilmiis

yogurtlar zayiflamak i¢in uygun bir besin kaynagi olmaktadir. Fermantasyon



sirasinda meydana gelen organik asitler {iriinlin aromasini iyilestirmekle birlikte dogal
koruyucu maddeler olarak goérev yapmaktadirlar (Rasic ve Kurman, 1978, Akalin vd.,

1998).

Yogurt bakterileri; intestinal patojen ve saprofit mikroorganizmalarin gelisimini
inhibe etmektedir. Ayrica yogurdun kolestrolii diisiiriicli, antitimor ve
antikolesterolemik 6zelliklerinin yaninda, hazmi kolay olan bir yiyecek olmasindan
dolay1 doyurucu ve tatmin edici 6zelligi ile bagirsak hareketlerini diizenleyici etkileri
de bulunmaktadir. Yogurttaki siit asidi bagirsak mukozasina tesir ederek bagirsagin
peristaltik hareketi hafifletmekte ve bagirsaktaki ifrazat ve elektrolikt kaybini,
dolayisiyla gida sarfiyatin1 azaltmaktadir (Inal, 1990; Demirci ve Simsek, 1997;
Tekingen, 2000).

2.2.3. Geleneksel yontemle yogurt iiretimi

Geleneksel olarak tiretilen yogurtlarin kendilerine 6zgii tat ve aromalart hammadde
kalitesinden etkilenmekle beraber biiyiikk oOl¢iide, sahip olduklari mikrofloradan
kaynaklanmaktadir. Mikroorganizmalarin yogurt olusumu sirasinda meydana
getirdigi kimyasal ve fiziksel degisiklikler yogurdun tadini, aromasini ve yapisini

belirlemektedir (Herdem, 2006).

Genellikle iilkemizde evlerde geleneksel yontemlerle yogurt iiretimi ve tiikketimi daha
yaygindir. Fakat endiistriyel yogurt liretim teknolojisi ile liretilen yogurtlarin tiiketimi

de son yillarda artis gostermeye baslamistir.

Yogurt, Tiirkiye’de geleneksel beslenme aliskanliklarimizin 6nemli bir pargasini
olusturmaktadir (Demirci ve Simsek, 1997; Tekinsen, 2000; Ozer, 2006). Cok uzun
yillardan beri sevilerek tiiketilmesine ragmen, kisi basina yogurt tiilketim orani diger
tilkelere nazaran ¢ok diigiiktiir. Ev kosullarinda yogurt iiretimi son derece yaygin
oldugundan istatistiksel olarak gercek anlamda yogurt tiiketim verilerine ulasmak
miimkiin olmamaktadir. Kisi basma yillik yogurt tiiketimi Bulgaristan’da 35 kg,
Fillandiya’da 40 kg, Yunanistan’da 89 kg ve Amerik Birlesik Devletleri’'nde 113 kg’



dir (Demirci ve Simsek, 1997; Ak, 2006). Ulkemizde kisi basina diisen yogurt
tiikketiminin 23 kg dolayinda oldugu tahmin edilmektedir (Ozer, 2006).

Geleneksel yogurt iiretimi; halk arasinda daha onceden yapilmis olan yogurttan bir
miktar alinarak baglangic kiiltiirii olarak siite ilave edilmesiyle yapilmaktadir. Bu
iiretim seklinde yogurt siitiiniin sogutulmasi, ilave edilen maya miktar1 ve inkiibasyon
kontrolsiiz sartlarda olmaktadir. Yogurt iiretiminde, kaynatilan ¢ig siit, mayalama
sicakliga kadar sogutulmaktadir. igerisine daha 6nceden iiretilmis olan yogurt ilave
edilerek kanistirilmakta ve sicakligini muhafaza edecek sekilde 3-4 saat
bekletilmektedir. Genellikle de yogurt inkiibasyonu mayalanan siitiin bir gece

bekletilmesi seklinde olmaktadir.

Yogurt, eski ge¢misi ve Onemli bir gida maddesi olmasma ragmen, iilkemiz
yogurtculugunun istenilen seviyeye erismedigi, dolayisiyla iiretilen yogurtlarin biiyiik
bir kisminin kalite ve standardizasyondan yoksun oldugu bir gercektir. Piyasaya arz
edilen yogurtlarin ¢ogu yagsiz, dogal yogurt aromasindan yoksun, yavan, eksi,
goriinlis ve kivami bozuk, hijyenik kalitesi diisiik, ambalaj durumu yetersiz ve

dayaniksizdir (Yaygin, 1999; Tekinsen, 2000; Hisoglu, 2007).
Cizelge 2.2.” de yogurdun bilesimi, Cizelge 2.3.” de ise Tiirk Gida Kodeksi (TGK)
Fermente Siitler Tebligi (Anonim, 2009) ve TSE TS 1330 Yogurt Standardi’’ na

(Anonim, 1999a) gore yogurdun mikrobiyolojik ve kimyasal bilesimi goriilmektedir.

Cizelge 2.2. Yogurdun bilesimi (Demirci ve Simsek, 1997)

Bilesen Oram
Su % 80-86
Kurumadde %14-20
Yag %2-8
Protein %4-8

Stit sekeri %2-5
Mineral madde %0.8-1.2
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Cizelge 2.3. Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siitler Tebligi (Anonim, 2009) ve TSE
TS 1330 Yogurt Standard1’ na (Anonim, 1999a) gére yogurdun mikrobiyolojik ve
kimyasal bilesimi

TGK TSE
Ozellik Fermente Siitler TS 1330
Tebligi Yogurt Standardi
Koliform grubu En fazla 95 EMS/g En fazla 10 adet/g
bakteri
E. coli <3 EMS/g Bulunmamali
S. aureus (kob/g) - Bulunmamali

Maya 10*-10°kob/g -
Kiif 10*-10’kob/g -
Maya-kiif - 1.0x10 kob/g

Salmonella spp.

Bulunmamali

Tam yagli(m/m) En az % 3.80 En az % 3.80
Yagli(m/m) - En az % 3.00
Yarim yagli(m/m) Enaz % 1.50 Enaz % 1.50
Yagsiz (yavan)(m/m) En fazla % 0.50 % 1.50’den az
Yagsiz kurumadde (m/m) - En az % 12.00
Protein En az % 3.00 -

Titre edilebilir asitlik (% l.a.) 0.60-1.50 0.80-1.60
Peroksidaz - Negatif
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2.3. Biyoaktif Peptidler

Gida kaynakli proteinlerin in vitro veya in vivo sartlarda hidrolizi ile {iiretilen
biyolojik fonksiyonlar1 veya fizyolojik etkileri olan peptitler biyoaktif peptitler
olarak adlandirilir (Smacchi and Gobbetti, 2000). Biyoaktif peptitler genellikle 3-20
amino asit i¢ceren kisa zincirlerdir. Yumurta, fasulye, balik ve misir gibi farkli bir¢ok
gidada bulunmasina ragmen en onemli kayna@ini siit proteinleri olusturur (Narva,
2004; Kavas vd., 2007a, b; Ahn et al., 2009; Majumder and Wu, 2009). Kaynag1 olan
protein dizisinde inaktif halde bulunan biyoaktif peptitler;

- Sindirim sistemi enzimleri ile siitiin sindirimi sirasinda,

- Proteolitik starter kiiltiirler ile siitiin fermentasyonu yoluyla,

- Mikroorganizma veya bitkilerden elde edilen enzimler aracilig1 ile agiga cikarlar
(Schanbacher et al., 1997; Schanbacher et al., 1998; Smacchi and Gobbetti, 2000;
Tungtiirk, 2003; Tokatl1 vd., 2005; Korhonen and Pihlanto, 2006; Roufik et al., 2006;
Moller et al., 2008).

Biyoaktif peptitler ilk defa 1979 yilinda tespit edilmesini takiben artan bir sekilde
arastirtlmaya devam edilmis ve kazeinden tripsin enzimi ile hidrolize edilerek iiretilen
Kazein D; yiiksek tansiyon Onleyici gida bileseni olarak Japonya’ da satisa

sunulmustur (Dagdemir vd., 2003).

Biyoaktif peptitlerin ¢esitli fizyolojik fonksiyonlar gdstermeleri hormon veya ilag
benzeri aktiviteye sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir (Clare and Swaisgood,
2000; FitzGerald and Murray, 2006). Biyoaktif peptitlerin, cogu gida proteinlerinin
sindirim sisteminde sindirimi sirasinda veya gida maddelerinin laktik asit bakterileri
ile fermentasyonu yoluyla iiretildigi belirlenmistir. Son yillarda biyoaktif peptitlerin
tiretimi ve Ozellikleri ile ilgili bir¢ok calisma yapilmaktadir (Chabance et al., 1998;
Korhonen and Pihlanto, 2006).

Biyoaktif peptitler, viicut fonksiyonu ve sagligi olumlu yonde etkileyen spesifik

protein fragmentleri olarak da belirtilebilir. Agiz yolu ile alinan biyoaktif peptitler
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biitlin viicut sistemini etkileyen amino asit dizileridir. Bu sonugtan yola ¢ikarak farkli
peptit dizilerinin diyetle beraber alinmasi kronik hastaliklarin riskini azaltarak ya da
dogal bagisiklik sistemine destek olarak insan sagligini olumlu yonde etkilemektedir.
Bu durum da bilim adamlarinin ilgisini bu bilesikler tizerine ¢cekmektedir. Bu yararh
etkileri bilinen peptit dizilerinin antimikrobiyel, antioksidatif, antitrombotik, ytliksek
tansiyon Onleyici ve bagisiklik sistemini diizenleyici hareketlerinden kaynaklandigini
gostermektedir. Bu aktivitenin yapilarinda var olan amino asit kompozisyonu ve

diziliminden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Korhonen and Pihlanto, 2006).

Peptitler, 2 ile 20 amino asit arasinda ¢esitlilik gosterir (Korhonen and Pihlanto, 2006;
Donkor et al., 2007a) ve ¢ogu peptidin birden fazla fonksiyel 6zellik gosterdigi
bilinmektedir. Bugiin, siit proteinleri biyoaktif peptitlerin en 6nemli kaynagi olarak
diisiiniilmektedir ve siit proteinlerinin hidroliz edilmesi ile elde edilen ve fermente siit
tirinlerinden tanimlanan biyoaktif peptitlerin sayis1 giderek artmaktadir (Korhonen
and Pihlanto, 2006; Korhonen, 2009). Bunlara ilave olarak bazi amino asitlerinde
fizyolojik olarak yararli etkilerinin bulundugu 6rnegin c¢esitli biyokimyasal yollara
katildiklar1 ve bazi aktif metabolitlerin 6n maddeleri olduklar1 bilinmektedir.
Fizyolojik olarak yararli etkileri oldugu bilinen amino asitlere arjinin, glutamin,
histidin, lisin, taurin, tirozin, triptofan 6rnek olarak verilebilir. Bu amino asitlerin en
onemli kaynaklari et, yumurta ve siit iirlinleridir. Gidalarin islenmeleri sirasinda
olusan lisinoalanin, D-amino asitler ve biyojen aminler gibi bir¢ok amino asit
tiirevlerinin viicutta istenmeyen metabolik veya toksik etkiye sebep olduklari
bilinmektedir. Sekil 2.1.” de proteinlerin hidrolize olmasi ile peptitlerin olusumu

goriilmektedir.
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Sekil 2.1. Proteinlerin hidrolize olmasi ile peptitlerin olusumu (Advitech, 2006)

Yapilan calismalar sonucunda siit ve diger gida proteinlerinden 527 tane biyoaktif
peptit igeren bir veritabani olusturulmustur. Bu veri tabanmmin yeni biyoaktif
peptitlerin arastirilmasinda kolaylik saglayacagi belirtilmistir (Gobbeti et al., 2002).
Ayrica web kaynakli yaklagik 1100 dizilim igeren farkli kaynaklardan elde edilen
biyoaktif peptit veritaban1 bulunmaktadir (Shi et al., 2004).

Biyoaktif peptitler, amino asit zincirlerinin kimyasal hidrolizi ile sentetik olarakda
tiretilebilirler. Siit proteinlerinden olusan peptitlerin, in vivo kosullarda yapilan
calismalarda, sindirim, kalp-damar, bagisiklik ve sinir sistemi lizerine olumlu etkileri

oldugu tespit edilmistir (Clare and Swaisgood, 2000).
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2.3.1. Biyoaktif peptidlerin saghk iizerine etkileri

Biyoaktif peptitler viicuda alindiklarinda kalp ve damar, sinir, sindirim ve bagisiklik
sistemini etkilerler. Sekil 2.2.°de biyoaktif peptitlerin fizyolojik fonksiyonlar

goriilmektedir.

Tansiyon Diistirticii

Antioksidatif

> Kalp ve Damar Sistemi

Kani Sulandirici

Kolesterol Diistiriicii

Rahatlatic1 (Opioid)
- Azaltic1 (antagonist)
- Arttirict (agonist)

» Sinir Sistemi

Mineral Baglayici

Istah Azaltict

» Sindirim Sistemi

Antimikrobiyel

Bagisiklik Diizenleyici

> Bagisiklik Sistemi

Hiicre Diizenleyici

ekil 2.2. Biyoaktif peptitlerin fizyolojik fonksiyonlari
y pep yoloj y
(Korhonen and Pihlanto, 2006)

Cizelge 2.4. te biyoaktif peptitlerin gosterdikleri biyolojik aktiviteler ve peptitlerin

elde edildikleri 6n maddeler goriilmektedir.
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Cizelge 2.4. Siit proteinlerinden elde edilen peptitlerin biyoaktivitesi
(Gobbetti et al., 2002)

Biyolojik Aktivite On Madde Biyoaktif Peptitler

Tansiyon Onleyici a-, B-Kazein Kazokininler

a-Laktalbumin, B-Laktoglobulin | Laktokininler

Antimikrobiyel Laktoferrin Laktoferrisin B
os1-Kazein [srasidin

Kazokinler o-Kazein Kazosidin

Antitrombotik k-Kazein Kazoplatelin

Bagisiklik Diizenleyici | a-, B-Kazein, B-Laktoglobulin Immiinopeptitler

Mineral Baglayici a-, B-Kazein Fosfopeptitler

Rabhatlatic1 Etki a-, B-Kazein Kazomorfinler
a-Laktalbumin a-Laktorfinler
B-Laktoglobulin -Laktorfinler

Uyarict Etki Laktoferrin Laktoferroksinler
k-Kazein Kazoksinler

2.3.1.1. Yiiksek tansiyonu onleyici peptitler

Yiiksek tansiyon Onleyici peptitlerin biyokimyasal yapilari, fizyolojik aktiviteleri ve
inhibisyon mekanizmalar1 hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmaktadir. Bu peptitler, ACE’
yi inhibe ederler (Gobbetti et al., 2002; Gobbetti et al., 2004; Jauhiainen, 2007; Jakala

and Vapaatalo, 2010).

Yiiksek tansiyon, kan basincinin artmasina neden olan bir rahatsizliktir ve koroner
kalp yetmezligi, kalp krizi ve kalp rahatsizliklar1 gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda
onemli bir faktordiir (Otte et al., 2007a). Insan meabolizmasinda kan basinci farkli
biyokimyasal yollar kullanilarak diizenlenir. Bu yollardan bir tanesi rennin
angiotensin aldosteron sistemidir. ACE bu yoldaki anahtar enzimdir (Haque and

Chand, 2008; Lignitto et al., 2010).
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ACE, substratlarinin peptit baglarini hidroliz eden bir peptitildipeptitazdir ve kan
basincin1t diizenleyen renin-anjiyotensin sistemi ile ilgilidir. Angiotensin I’ i
damarlarin daralmasina neden olan angiotensin II’ ye doniistiiriir ve damarlarin
genislemesini saglayan brandikinini inaktif hale getirerek kan basincinin artmasina
neden olur (Haeileselassie et al., 1999; Schmidl and Labuza, 2000; Kavas ve Kinik,
2001; Gobbetti et al., 2002; Séverin and Wenshui, 2005; Donkor et al., 2007a; Ong et
al., 2007; Pihlanto et al., 2010; Jdkéld and Vapaatalo, 2010; Madureira et al., 2010).
ACE inhibitorleri, ACE’ ye yarismali olarak baglanarak enzimin etkisini bloke
ederler ve yiiksek tansiyon olusumunu engellerler. ACE inhibitorii peptitlerin yapilari
ve aktiviteleri arasindaki iligki tam olarak bilinmemesine ragmen, ACE
inhibitorlerinin hidrofobik amino asit kalintilar1 igeren peptitleri substrat olarak daha
fazla tercih ettigi ve Ozellikle C terminal bolgesinde prolin, lisin ve arjinin amino
asitlerini igeren peptitlerin kuvvetli yiiksek tansiyon Onleyici etkilerinin oldugu

belirlenmistir (Clare and Swaisgood, 2000).

ACE inhibitor peptitleri, genellikle 2 ile 20 amino asit igerir. Ancak 27 amino asit
iceren peptitler de bulunmustur (Lignitto et al., 2010). Ilk bulunan ACE inhibitor
peptitleri yilan zehirinden elde edilmistir (Chobert et al., 2005; Ong et al., 2007).
Diger ACE inhibitorleri ise bitki, diger gida proteinleri ve 6zellikle siit proteinlerinin
enzimatik hidrolizi ile elde edilmektedir (Gibbs, 1999; Gibbs et al., 2004; Kusump,
2006; Ong et al., 2007; Nakajima et al., 2009; Rho et al., 2009). Peynir, fermente siit
ve yogurt gibi fermente siit liriinlerinden ACE inhibitor peptitlerin elde edilmesi ile
ilgili ¢cok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Nakamura et al., 1995a, b; Saito et al., 2000;
Gobbetti et al., 2000; Murakami et al., 2004; FitzGerald and Murray, 2006; Quiros et
al., 2006; Donkor et al., 2007a; Ong et al., 2007; Walther et al., 2008; Ong and Shah,
2008). Bu biyolojik aktif peptitler daha saglikli ve dogal bir yasam i¢in ACE inhibitor
ilaglarina alternatif olmaktadirlar (Donkor et al., 2007a; Hong et al., 2008).

Klinikte yiiksek tansiyon hastalarina agiz yoluyla verilen bir bilesik olan Kaptopril,
sentetik bir peptitdir. Bu sentetik ACE inhibitorlerinin, oksiiriik, kasinti, deride
kizarikliklar gibi bir takim yan etkilere sahip oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle,

cesitli gida proteinlerinde dogal olarak bulunan ve yan etkisi daha az olan ACE
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inhibitorleri daha da 6nem kazanmaya baslamistir (Dagdemir vd., 2003). Fermente
siit tirtinlerinden elde edilen ACE inhibitoér peptitleri yiiksek tansiyon hastalarina
kullanilan ilaglar kadar etkili olmasa da herhangi bir yan etkileri bulunmamstir.

(Haque et al., 2009).

Kazein ve peyniraltt suyu proteinlerinin (6zellikle a-La ve B-Lg) hidrolizi sonucu
aciga ¢ikan kazokinin ve laktokininler bu ACE inhibitor aktiviteyi gostermektedirler.
Kazein kaynakli ACE inhibitor peptitleri yada kazokininler, insan - ve k-
kazeininden elde edildikleri gibi sigir a5 - ve P-kazeininin triptik sindirimi ile de

meydana gelebilmektedirler (Clare and Swaisgood, 2000).

Yapilan bir calismada, peyniralti suyu proteinleri 7 farkli proteaz enzimi ile (tripsin,
proteinaz K, aktinaz E, termolisin, papain, pepsin ve kemotripsin) hidrolize edilmistir.
Sonugta, proteinaz K tarafindan hidrolize edilen proteinlerin yiiksek tansiyonlu
farelere verildikten (2mg/kg) 6 saat sonra kan basincini 55 mm Hg distirdigi
belirlenmistir (Abubakar et al., 1998). Benzer sekilde B-kazeinin hidrolizi ile elde
edilen peptitlere esdeger 7 tane amino asit igceren bir peptit sentetik olarak tiretilmistir.
Bu peptitler, yiiksek tansiyonlu farelere agiz yolu ile verildikten 8 saat sonra
tansiyonlarinda diisme goézlenmistir (Silva and Malcata, 2005). Yapilan bagka bir
calismada arastirmacilar, tripsin enzimi kullanarak hidrolize ettikleri os-kazeinden
izole edilen 43 adet peptidin yiiksek tansiyon Onleyici etkileri ile ICsy (ACE
enziminin %350’ sinin inhibisyonu i¢in gerekli peptit miktari) miktarlar1 incelenmis ve
sadece 7 tanesinin yliksek tansiyon onleyici etki gosterdigi, bu peptitlerden 4’i{iniin

ICsy degerinin 20 uM’ dan daha az oldugunu bildirmislerdir (Dagdemir vd., 2003).

Sentetik olarak elde edilen B-Lg’ den (f 102-105, f 146-149) ve a-La’ den (f50-53)
elde edilen peptitlerin ACE inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir. Bu peptitler dogal
olarak serum proteinlerinin ticari enzimlerle hidrolizi sonrasinda elde edilmektedirler.
Otte et al., (2007a, b) siit proteinlerinin termolisin ile katalizi sonrasinda biyoaktif
peptitlerin olustugunu bulmuslardir. Yaptiklar1 calismalarinda hidrolize kazein ve
serum proteinlerinin ICsy degerlerinin sirastyla 45-83 pg/mL ve 90-400 pg/mL

oldugunu ve a-La’ nin en yiiksek inhibitor etkiyi gosterdigini belirtmislerdir.
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Ozellikleri en iyi belirlenen ACE inhibitdr peptitleri Val-Pro-Pro ve Ile-Pro-Pro’ dur.
Bu peptitler fermente siit ve siit {iriinlerinde bulunurlar. Yapilan ¢alismalarda bu iki
peptidin sistolik ve diastolik kan basincini diisiirdiigii belirlenmistir (Nakamura et al.,
1995a; Pripp, 2008; Biitikofer et al., 2008; Usinger et al., 2009; Meyer et al., 2009;
Jakala et al., 2009; Turpeinen et al., 2009; Pihlanto et al., 2010).

ACE inhibitor etkisine sahip peptitlerin olusumunda ve aktif hale gelmesinde
enzimler ile hidrolizin yani sira Lb. helveticus gibi bazi laktik asit bakterileri de etkili
olmaktadir (Maeno et al., 1996; Clare and Swaisgood, 2000; Seppo et al., 2003;
FitzGerald and Murray, 2006).

Laktik asit bakterileri tarafindan siitiin fermentasyonu sirasinda kazeinin hidrolizi ile
elde edilen ve ACE inhibitor etki gosteren peptitlerin fermentasyonun ilerlemesiyle
ortaya ¢iktiklart belirtilmistir. Ozellikle ag;-kazeinden kaynaklanan peptitlerin yiiksek
aktiviteye sahip olduklar1 belirtilmistir.(Korhonen et al., 1998; Silva and Malcata,
2005)

Yiiksek tansiyonu diisiiriici peptitler, kazeinin yam1 sira peyniraltt suyu
proteinlerinden (Belem et al., 1999;.Pihlanto-Leppili et al., 2000; Gerdes et al., 2001;
Hernandez-Ledesma et al., 2002; Didelot et al., 2006) fermente siitten, yagsiz siitten
ve olgunlastirilmis peynirlerden 6nemli Olgiide izole edilmektedir (Séverin and

Wenshui, 2005).

Siit proteinlerinden elde edilen ACE inhibitér peptitleri kazeinin fragmenti ise
kazokininler, peyniralti suyu proteinlerinin fragmenti ise laktokininler olarak

adlandirilmaktadirlar (Chobert et al., 2005; Kesler et al., 2008).

Meisel et al., pastorize siit, yogurt, kuark, taze ve olgunlastirilmis peynir gibi gesitli
siit iirlinlerinde ACE inhibitér aktiviteyi dlgmiislerdir. Calisma sonucunda yogurt,
kuark ve taze peynir gibi diisiik proteoliz derecesi bulunan iiriinlerde bu aktivitenin
diisiik oldugu bulunmustur. Olgunlastirilmis peynirlerde olgunlasma derecesine bagli

olarak aktivitenin yliksek oldugu fakat ileri olgunlasma derecelerinde ise bu
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aktivitenin diistiigli belirtilmistir. Bu agidan siit {iriinlerinin dogal fonksiyonel {iriinler
olarak kullanilmasinin kan basincinin diisiiriilmesinde etkili oldugu belirtilmistir

(Séverin and Wenshui, 2005).

2.3.1.2. Damar tikanikhig: onleyici (antitrombotik) peptitler

Kimozinin k-kazeini hidrolize edip siitii pihtilastirmasi ile trombinin fibrinojeni
hidrolize edip kani pihtilastirmasi arasinda benzerlik bulunmaktadir. Bu benzerlik
nedeniyle trombositler tizerindeki reseptdrlere peptitler baglanarak kanin pihtilasmasi
engellenmektedir (Clare and Swaisgood, 2000; Smacchi and Gobbetti, 2000; Séverin
and Wenshui, 2005; Silva and Malcata, 2005; Haque et al., 2009). k-Kazeinden elde
edilen kazoplatelinler antitrombotik etki gostermektedirler (Fiat et al., 1993; Gobbetti
et al., 2002; Haque et al., 2009).

Yapilan bir ¢alismada inek siitii esasli mamalarla ve anne siitii ile beslenen bebeklerin
kan plazmalarinda, k-kazeinden kaynaklanan antitrombotik peptitlere rastlanmistir
(Smacchi and Gobbetti, 2000; Silva and Malcata, 2005). x-Kazeinin tripsin ile
hidrolizi sonras1 elde edilen kazopiastrin (f 106-110) fibrinojenin baglanmasini inhibe
ederek antitrombotik etki gostermektedir. k-Kazeinin 103-111 arasindaki fragmentleri
ise trombositlerin birlesmesini Onlemekte fakat trombositlerin reseptorlerine

fibrinojenin baglanmasini etkilememektedirler.

Antitrombotik  peptitler, ¢esitli  hayvan tiirlerinden izole edilen k-
kazeinoglikopeptitlerden de elde edilmektedir. Insan x-kazeinoglikopeptitlerinden
elde edilen antitrombotik bir peptide 5 giinliik bebeklerin emzirme sonrasit kan
plazmalarinda rastlanmistir (Clare and Swaisgood, 2000; Silva and Malcata, 2005).
Bu peptitlerin antitrombotik aktivite a¢isindan eczaciliktaki onemi ile ilgili ¢ok fazla

bilgi bulunmamaktadir (Séverin and Wenshui, 2005).
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2.3.1.3. Rahatlatici/uyarici etki gosteren peptitler

Gece yatarken bir bardak siit igmenin uyumay1 kolaylastirdigi ve bebeklerin
emzirmeden sonra sakinlestigi herkes tarafindan bilinen bir durumdur. Son yillarda
yapilan caligmalar, siit {rlinlerindeki peptitlerin sinir sisteminde aktif bir rol
oynadigin1 gostermistir. Bu peptitler “opioid peptitler” olarak bilinirler (Silva and
Malcata, 2005; Tokath vd., 2005). Rahatlatic1 etkiye sahip peptitler morfin benzeri
uyusturucu bir etki gosterirlerken, uyarici peptitler ise bu etkiyi azaltic1 ve engelleyici

yonde davranirlar (Séverin and Wenshui, 2005).

Kazein kaynakli peptitlerden kazokinler uyarici, ekzorfin ve a- ve B-kazomorfinler ise
rahatlatici etkiye sahiptirler (Schanbacher et al., 1997). Kazomorfinler, sosyal
davranigin diizenlenmesi, agrinin giderilmesi, sindirim sistemi bosalim hizinin
azaltilmasi, ishalin Onlenmesi, amino asit transferinin diizenlenmesi ve insiilin
salgilanmasini arttirmaktadir. Bu peptitler, sindirim sistemini gectikten sonra p- ve -
tip reseptorleri ile reaksiyona girer ve sindirim sistemi ile beyine yerlesirler (Smacchi
and Gobbetti, 2000; Gobbetti et al., 2002). Bitri (2004), yaptig1 ¢alismada kazeinin

asit hidrolizi ile opioid peptitlerin agiga ¢iktigini belirlemistir.

B-kazomorfinler, gida proteinlerinden elde edilen ilk opioid peptitlerdendir.
Dolayisiyla diger opioid peptitlere gére yapilar1 ve agiga ¢ikmalari ile ilgili daha fazla
bilgi bulunmaktadir (Coste and Tomé, 1991; Pihlanto-Leppild, 2001; De Noni, 2008).

Serum proteinlerinin opioid peptit dizilerini igerdikleri bilinmektedir. Bu peptitlerden
a-La’ nin pepsin ile hidrolizi sonrasi a-laktorfin, B-Lg’ nin pepsin ve sonrasinda
tripsin veya tripsin + kimotripsin ile sindirimi sonrasi B-laktorfin olusmaktadir

(Pihlanto-Leppaild, 2001).

Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus cereus gibi proteoliz giicii yiiksek olan
bakterilerin siitlin i¢ine inokiile edilip, gelismeleri ile yliksek miktarda B-kazomorfin

olusturduklar1 belirlenmistir (Clare and Swaisgood, 2000).
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Uyarict etkiye sahip peptitler ise rahatlatici etki gosteren enkepalini baskilarlar. Bu
peptitlerden kazein kaynakli kazokinlerin yan sira laktoferrinin pepsin ile sindirimi
sonucu agiZa ¢ikan laktoferroksinler de uyarici etki gostermektedirler. (Schanbacher
et al., 1997; Schanbacher et al., 1998; Clare and Swaisgood, 2000; Silva and Malcata,
2005).

2.3.1.4. Bagisiklik sistemini uyarici peptitler

Insan viicudunun yabanci unsurlara karsi gdstermis oldugu savunma mekanizmasi
olduk¢a karmasiktir. Bu bakimdan beslenme, s6z konusu sistem iizerine 6onemli bir
etkiye sahiptir. Peptitlerin bagisiklik ile ilgili aktiviteleri temel olarak antimikrobiyel
etki ve bagisiklik sisteminin uyarilmas: seklinde gerceklesmektedir. (Tokath vd.,
2005). Bagisiklik sistemi, bakteri, viriis ve parazit gibi patojen enfeksiyonlarina karsi

viicudu korumak ile sorumludur (Bendich, 1993).

Anne siitii ile beslenme, yeni doganlarin bakteriyel ve viral enfeksiyonlara kars
direncini etkileyen ¢ok fonksiyonlu biyolojik faktorler yardimiyla pasif bagisikligin
fiziksel iletimini saglamaktadir. Kazeinler bu faktorler arasinda yer almaktadir ve siit
kazeinlerinin enzimatik hidrolizi esnasinda bagisiklik sistemini diizenleyici peptitler

aci8a ¢ikmaktadir (Tokath vd., 2005).

Yapilan ¢alismalarda, yogurt ve laktik asit bakterilerinin bagisiklik sistemini de
iceren terapotik etkilerine deginilmektedir. Bu etki yogurt tiikketiminden kaynaklanan
sindirim  sistemi  mikroekolojisindeki  degisikliklerden  kaynaklanmaktadir.
Bagirsaklarda laktik asit bakterilerinin miktarinin artmasi patojen bakterilerin
gelisimini baskilamakta ve dolayisiyla enfeksiyon riski diismektedir. Bu nedenle
yogurt tliketimi ile saglanan laktik asit bakterilerinin varlig1 bagisiklik sistemi i¢in
yararlidir. Fakat yogurdun bakteriler disinda igerdigi serum proteinleri, kisa zincirli
peptitler ve konjuge linoleik asit gibi diger bilesenleri de yararli etkiler

gostermektedir (Meisel and Schlimme, 1990; Meydani and Ha, 2000).
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Yogurt iginde bulunan biyoaktif peptitler, IEC-6 ve Caco-2 hiicrelerinin ¢ogalmasini
azaltmaktadir. Bu sonuglar ise yogurt tiiketiminin bagirsak kanseri riskini azaltici
etkisinin bulunmasi ile ilgili iliskisini kismen agiklayabilmektedir. Kayser ve Meisel’
da siit kaynakli peptitlerin insan lenfositleri ilizerine bagisikligi canlandirict ve
baskilayici etkileri oldugunu belirtmislerdir (Clare and Swaisgood, 2000). LeBlanc et
al. (2002) yiiksek proteolitik aktivite yetenegi nedeniyle Lb. helveticus ile siitiin
fermentasyonu sirasinda, Mercier et al. (2004) peyniralti suyu proteinlerinin
enzimatik hidrolizi ile agiga ¢ikan peptitlerin insan bagisiklik sistemi lizerine olumlu
etkileri oldugunu belirlemislerdir. Fiat et al. (1993) ise k-kazeinden elde edilen bir
tripeptitin insan kan lenfositlerinin g¢ogalmasini in vivo olarak onemli Olglide

arttirdigin1 bulmuslardir.

B- ve asi-kazeinden ve a-La’ den elde edilen immunopeptitler, insan makrofajlarinin
fagositik aktivitesini tesvik etmekte ve farelerde Klebsiella pneumuniae’ ya karsi
koruyucu etki gostermektedir (Tomé and Debabbi, 1998; Smacchi and Gobbetti,
2000; Gobbetti et al., 2002).

2.3.1.5. Antimikrobiyel aktivite gosteren peptitler

Antimikrobiyel peptitler, canlilarin ¢evrede bulunan mikroorganizmalarla meydana
gelebilecek infeksiyonlarina karsi en etkili silahlarindandir ve dogal bagisiklik
sisteminin bir pargasidir. Bu peptitlerin yapilari, primer ve sekonder yapilar olmak
tizere iki kisimda incelenebilir. Primer yapisi, genellikle 12-50 aminoasit
uzunlugunda, yaklasik % 50 oraninda hidrofobik aminoasit iceren ve sahip olduklar
bazik yapidaki lizin ve arjinin aminoasitlerinin etkisiyle pozitif yiikli bir yapidir. Bu
pozitif yiik genellikle +2 veya daha fazla olabilmektedir. Sekonder yapisi, i¢erdikleri
distilfit baglarinin yardimiyla veya bakteri membranina temas etmeleri sonucunda
kendi iizerlerine katlanarak {i¢ boyutlu amfipatik yapilarin olugmasi suretiyle
meydana gelir. Bu yapilar hem polar pozitif yiiklii aminoasitlerden olusan bir
hidrofilik kistm, hem de non-polar ndétral aminoasit yan zincirlerini igeren bir

hidrofobik kisimdan olugmaktadir. Peptitlerin bu yapilar1 ile hidrofobik bir i¢ kisim
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ve negatif yiiklii hidrofilik dis gruplari bulunan bakteri membraniyla ¢ok iyi iligki

kurabilmektedir.

Bir¢ok antimikrobiyel peptit uzun amino asit zincirine ve a-heliks yapisina sahiptir.
Biyoaktif peptitlerin  6zellikle o-heliks ve p-plakadaki halkali yapisinin
mikroorganizmalarin mekanizmasini etkiledigi belirtilmektedir (Daoud et al., 2005;
Nedjar-Arroume et al., 2006). Sekil 2.3.’te antimikrobiyel peptitlerin farkli yapilari

goriilmektedir.

u-heliks Uzatilmis

(Magain) (Indolicidin) \_,-\
« ;: .

Karisik
(Protegrin-1)

[-plakal
(Defensin, insan)

Sekil 2.3. Antimikrobiyel peptitlerin farkli yapilar1 (Wikipedia, 2010)

Antimikrobiyel peptitler ile saglanan koruma sisteminin diger sistemlerden en 6nemli
ayirict 6zelligi bakteri 6ldiirme hizinin yiiksek olmasidir. Bakteriler her 20 dakikada
sayilarini iki katina ¢ikarirlar. Yasayan bir canlinin koruma sisteminin enfekte eden
canlinin ¢ogalma giiciinden daha hizli olmas1 gerektigi ¢ok aciktir. Antimikrobiyel
peptitler ise bu a¢idan énemlidirler (Boman, 2003). Antimikrobiyel peptitlerin pozitif
yiiklii ve hidrofobik olmasit bu maddelerin bakteri membraniyla etkilesime girmeleri
icin ¢ok Onemlidir. Birgok antimikrobiyel peptidin bakteriler lizerindeki 6ldiiriicti
etkisinin yapisina, hidrofobikligine, biiyiikliigiine veya amino asitlerinin dizilislerine
bagli olmaktadir. Hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler i¢in asil 6ldirticii
olan peptitlerin negatif yiikli sitoplazma membrant ile elektrostatik olarak
etkilesmesinden kaynaklanmaktadir. Bu olay sirasinda peptitlerin hidrofilik gruplar

ile membran fosfolipitlerinin hidrofobik zincirleri kars1 karsiya gelmekte, peptitler
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membrana paralel bir konum alarak membranin biitiinliiglinli bozan kanallarin
olusmasma yol agmaktadirlar (Wikipedia, 2010). Sekil 2.4.’te antimikrobiyel
peptitlerin bakteri dis ve sitoplazma membranindan gec¢isi sematik olarak

goriilmektedir.

Membrandan gegis-gizenek olusumu

hilcre disi

i .( '- i ‘ = ;gl :: 3 5 1 H
hiicre igi Eﬁ@ %n[iﬁj@-

ve kad li Gliim

Hiicre igi dliim modeli

@?ET,;@;'

hiicre dis1 penetrasyon
§

hiicre molekiillerine baglanma

Sekil 2.4. Antimikrobiyel peptitlerin bakteri dis ve sitoplazma membranindan gecisi
(Wikipedia, 2010)

Antibiyotiklerle karsilastirildiginda, antimikrobiyel peptitler hedef hiicreyi hizlica
oldiirebilme yetenegine ve genis spektrumlu bir etkiye sahiptir. Ayrica antibiyotiklere
direngli patojenler iizerine gosterdikleri etki de dnemlidir (Pihlanto and Korhonen,

2003).

Son yillarda yapilan arastirmalar, gida proteinlerinin antimikrobiyel peptitlerin 6n
maddeleri oldugunu ve patojenlere karsit organizmalarin koruyucu mekanizmalarina
destek olduklarint gostermektedir (Lopez-Exposito et al., 2006 a,b). Bu nedenle
antimikrobiyel peptitlerin dogal kaynaklardan elde edilmesi ile ilgili calismalar
artmaktadir (Haque and Chand, 2008). Yapilan ¢alismalarla yumurta, 1spanak, ari
siitli, cesitli deniz mahsiilleri, soya, kazein, bugday ve balik proteinleri gibi c¢esitli
biyolojik kaynaklardan antimikrobiyel peptitler elde edilmis ve tanimlanmistir (Park
et al.,, 1996; Park et al., 1997; Parish et al., 2001; Froidevaux et al., 2001; Nedjar-
Arroume et al., 2006; Lopez-Expdsito et al., 2006a,b; Nedjar-Arroume et al., 2008).
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Siit ise antimikrobiyel peptit eldesinin en fazla yapildig1 kaynaktir (Losito et al.,
2006). Siitiin antimikrobiyel aktivitesi igerdigi immunoglobulinlere, laktoferrine,
laktoperoksidaz ve lizozime baglanmakta ve antimikrobiyel 6zelligi uzun yillardir
arastirilmaktadir.  Siitten elde edilen ve laktoferrisin olarak adlandirilan
antimikrobiyel peptit katyoniktir ve molekiiliin N-terminal bdlgesinden elde edilmistir
(Bellamy et al.,1992a; Tomita et al., 1994; Dionysius and Milne, 1997). Laktoferrisin
B, hiicrelerin yapisal bilesenlerinin igine isleyerek Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilere, mayalara ve kiiflere énemli zararlar vermektedir. Ornegin Escherichia
coli ve Bacillus subtilis’ in yiizeyine baglanmakta ve normal membran gegirgenligi

zarar gormektedir (Clare et al., 2003).

Kazein, enzimatik olarak hidrolize edilerek veya siitiin fermentasyonu sirasinda
biyolojik olarak parcalanmasi sonucu aktif peptitlerin ortaya ¢iktigi bir kaynaktir.
Kazein’in kimozin ile hidrolizi sonucu olusan “kazesidin” ilk saflastirilan
antimikrobiyel peptitdir. Staphylococcus spp., Sarcina spp., Bacillus subtilis,
Diplococcus pneumoniae ve Streptococcus pyogenes’ e karsi antimikrobiyel aktivite
gostermektedir. os-Kazein kaynakli kazosidin-I, E. coli ve Staphylococcus carnosus’
un gelisimini 6nlemektedir. og-Kazein kaynakli israsidin ise, koyun ve inekleri
mastitis hastaligina kars1 koruyabilmekte, Staphylococcus aureus ve Candida
albicans’ a etki gostermektedir (Meisel, 1998; Clare and Swaisgood, 2000). Lahov
and Regelson (1996) israsidinin in vivo aktivitesinin bakterilere karsi in vitro
aktivitesinden ¢ok daha etkili oldugunu belirlemislerdir. Israsidin, farelerde Listeria
monocytogenes, Streptococcus pyogens and Staphylococcus aureus’ a karsi koruyucu
etki gostermis ve mastitisli ineklerde kronik streptokok enfeksiyonlarinda % 80

oraninda basar1 saglamistir (Haque and Chand, 2008).

Hayes et al. (2006), sodyum kazeinatin Lb. acidophilus DPC6026 ile fermente
edilmesi ile agiga ¢ikan ii¢ peptidin patojenik suslar Enterobacter sakazakii ATCC
12868 ve E. coli DPC5063’ e kars1 antimikrobiyel etki gosterdigini belirlemislerdir.
Ile-Lys-His-GIn-Gly-Leu-Pro-GIn-Glu, Val-Leu-Asn-Glu-Asn-Leu-Leu-Arg ve Ser-
Asp-Ile-Pro-Asn-Pro-Ile-Gly-Ser-Glu-Asn-Ser-Glu-Lys ~ olarak ~ tanimlanan  bu

peptitlerin agj-kazein kaynakli oldugu ve bebek mamalarinda E. sakazakii
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infeksiyonuna kars1 biyo-koruyucu olarak kullanilabileceklerini belirtmiglerdir. Zucht
et al. (1995) ise as-kazeinden (f 165-203) E. coli, and Staphlococcus carnosus’ un

gelisimini inhibe eden 39 amino asitten olusan bir peptit bulmus ve tanimlamislardir.

Laktoferrin, ¢cogu memelilerin viicut sivilarinda bulunan demir baglayict bir
glikoproteindir ve konukgularini mikrobiyel enfeksiyonlara karsit korur. Siit serum
proteinlerinden olan laktoferrinden antimikrobiyel o6zellik gosteren peptitler elde
edilebilmektedir (Tomita et al., 1991; Dionysius and Milne, 1997; Recio and Visser,
2000; Gobbetti et al., 2002; Chobert, 2003). Sigir ve insan laktoferrininin pepsin ile
sindirimi sonrasi elde edilen peptitlerin laktoferrine gore 100-1000 kat daha fazla

bakteri oldiiriicii etkisi bulunmaktadir (Gobbetti et al., 2002).

Uretim teknolojisi, siit ¢esidi, starter kiiltiirii ve depolama siireleri birbirinden farkli
dokuz Italyan peynir cesidinin suda ¢dziinen ekstraklarindan antimikrobiyel peptit
elde edilmis ve tanimlanmistir. Parmigiano, Reggiano, Fossa ve Gorgonzola
peynirlerinin suda ¢oziiniir ekstraktlar1 antimikrobiyel peptit icermezken, Pecorino
Romano, Canestrato Pugliese, Crescenza ve Caprino del Piemonte peynirlerinin
peptitleri birbirleri ile benzerlik gdstermis, Caciocavallo ve Mozzarella peynirlerinin
fraksiyonlarin da da antimikrobiyel peptitler tespit edilmistir (Rizzello et al., 2005;
Losito et al., 2006).

Cizelge 2.5.°te siit proteinlerinden elde edilen antimikrobiyel aktivite goOsteren

peptitlere 6rnekler verilmistir.
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Cizelge 2.5. Siit proteinlerinden elde edilen antimikrobiyel peptitler

(Haque and Chand, 2008)
Oncii Fragment Acgiga ¢ikma | Referans
Protein sekli
Laktoferrin inek LF f(17-41/42), Pepsin ve kimotripsin | Bellamy et al., 1992b

insan LF f(1-11)S-S(12-47),
kegi LF f(14-42)

a-Laktalbumin a-La f(1-5), Tripsin Pellegrini et al., 1999
a-La f(17-31)S-S(109-114)

a-Laktalbumin a -La f(61-68)S-S(75-80) Kimotripsin Pellegrini et al., 1999

B-Laktoglobulin | B-Lg f(15-20), f(25-40), f(78-83), | Tripsin Pellegrini et al.,2001
(92-100)

og-Kazein ag-kazein f(1-23) Kimozin Hill et al.,1974

og-Kazein as-kazein f(99-109) Pepsin McCann et al.,2006

agr-Kazein aso-kazein f(150-188) Isitma ve siitii Zucht et al., 1995

asitlendirme

agr-Kazein ogo-kazein f(164-179) Pepsin Recio and Visser, 1999a

agr-Kazein asy-kazein f(183-207), f(164-207), Kimozin McCann et al.,2005
f(175-207),f(181-207)

k-Kazein K-kazein f(106-169) Kimozin Malkoski et al.,2001

k-Kazein K-kazein f(18-24), f(30-32), f(139— | Peptik enzim Lépez-Exposito et
146) al.,2006b

k-Kazein insan k-kazein f(43-97) Pepsin Liepke et al.,2001

B-Kazein B-kazein f(184-210) Lb. helveticus PR4 Minervini et al.,2003

proteinazi ile

Son yillarda, nano-enkapsiilasyon ve nano-emiilsiyon teknolojisindeki gelismeler

antimikrobiyel aktivite gosteren biyoaktif peptitlerin kullaniminda kolayliklar

saglamistir (Silva and Malcata, 2005; Phelan et al., 2009).
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2.3.1.6. Antioksidan aktivite gosteren peptitler

Siiperoksit radikal, hidroksil radikal, hidrojen peroksit ve peroksit radikali gibi reaktif
oksijen molekiilleri sadece gidalarda oksidatif zarara sebep olmaz ayni zamanda
canlilar iizerinde de olumsuz etkiler yaratirlar (Liu et al., 2005; Kavas vd., 2007c).
Antioksidanlar, serbest radikallerin, hidrojen peroksitin veya diger peroksitlerin
olusumunu 6nleyici 6zellige sahiptirler. Biyomolekiillerin oksidatif etkisini dnleyerek
yaslanma, kanserin yanisira kalp krizi ve damar sertligi gibi kalp rahatsizliklaria
kars1 koruyucudurlar (Gupta et al., 2009). Bu nedenle gidalardan dogal antioksidan
bilesikler elde etmek icin yogun c¢alismalar yapilmaktadir. Bu antioksidanlarin
gidalardaki lipid oksidasyonunu 6nledigi gibi insan viicudunda da serbest radikallerin
etkisinden, bazi kronik rahatsizliklarin olugmasindan koruyacagi diisiiniilmektedir

(Liu et al., 2005).

Dogal antioksidanlardan rosemarinik asit, katesin, tokoferoller, askorbat ve
bitkilerden elde edilen ¢esitli fenolik ekstraktlarin gida islemede genis bir kullanim
alan1 vardir. Dogal antioksidanlarin geleneksel kaynaklardan elde edilmesi ile ilgili
arastirmalar yogun olarak yapilmaktadir. Yapilan arastirmalarin ¢ogunda bitki ve
hayvan kaynakli peptit ve hidrolize proteinlerin 6nemli antioksidan aktiviteler
gosterdigi  belirlenmistir (Xue et al., 2009). Dogal kaynaklardan elde edilen
antioksidanlar kimyasal yolla elde edilenlerden daha fazla tercih edilmektedir. Ciinkii
sentetik antioksidanlarin bazilarinin kanserojenik etkileri bulunmaktadir (Liu et al.,

2005).

Biyoaktif peptitler, saglik {izerine olumlu etkileri nedeni ile gidalarin bilesiminde
kullanilmas1 ile fonksiyonel gidalar iiretilmektedir (Park et al., 2008). Bu amagla
farkli kaynaklardan ve farkli islemler uygulanarak elde edilen peptitlerin antioksidan
ozelliklerinin belirlenmesi énemlidir (Park et al., 2007). Ozellikle gidalarda amino
asitler, peptitler ve proteinlerin antioksidan olarak kullanilmasi yoniinde talepler
diisiik maliyetleri, giivenilirlikleri ve yiiksek besinsel degerleri nedeniyle artmaktadir

(Park et al., 2008).
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Songisepp et al. (2004), peynir {iretimi sirasinda kullanilan starter kiiltlirlere ilave
olarak probiyotik Lb. fermentum susunu kullanmislar ve peynirlerin antioksidan
aktivitesindeki degisikligi calismislardir. Bu calismada ve depolama siiresince
antioksidan aktivitenin arttigini belirtmislerdir. Peynirlerin depolanmasi sirasinda
kazeinin proteolizi ile c¢ok sayida peptit aciga ¢ikmustir. Probiyotik bakteriler
kullanilarak iiretilen peynirlerde proteolitik aktivitenin degismesi nedeniyle aciga

¢ikan peptit miktar1 daha fazla olmustur.

Kullisaar et al. (2003), fermente kegi siitii tiikketiminin bireylerin kalp sagligin1 olumlu
yonde etkiledigini belirtmiglerdir. Bu durumun fermente kegi siitiiniin icerdigi
antioksidan peptitlerin, lipoprotein fraksiyonlarinin oksidasyona direncini artirma,
peroksitlenmis lipoprotein miktarim1 azaltma, LDL’ yi oksitleme ve toplam

antioksidan aktiviteyi artirma 6zelliklerinden kaynaklandigini belirtmislerdir.

2.3.2. Biyoaktif peptitlerin beslenme iizerine etkileri
2.3.2.1. Fosfopeptitler

Fosfopeptitler, as;-, 0x-, P-kazeininin in vivo ve in vitro kosullarda enzimatik
hidrolizi ile aciga c¢ikmaktadir. Kazeinofosfopeptitler, kalsiyumun bagirsaklarda
emilimini artirmakta ve bagirsakta gerceklesen proteolize dayanikli olduklarindan
kalsiyum ile ¢oziinlir kompleksler olusturarak kalsiyum-fosfat seklinde c¢okmeyi
engellemektedir. Demirin fosfopeptitler tarafindan baglanmasi, daha zor emilen demir
hidroksitlerin olusumunu engelleyerek demir eksikligini ortadan kaldirabilmektedir.
Ayrica kazeinofosfopeptit eklenmis dis macunlar1 mine tabakasindaki asinmalar
engellemekte ve ¢iiriikk Onleyici etki yapmaktadir (Smacchi and Gobbetti, 2000;
Gobbetti et al., 2002; Manso and Lopez-Fandifio, 2004; Thom&a-Worringer et al.,
2006; Ferrazzano et al., 2008).

Kazeinofosfopeptitler, sulu ve lipid emiilsiyonlarinda, demir iyonlarini tutarak ve

serbest radikallerin ortaya ¢ikmasini engelleyerek antioksidan aktivite ozelligi de

gostermektedirler (Kitts, 2005).
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2.3.2.2. Glikomakropeptitler

Glikomakropeptitler, peynir iretimi sirasinda olugmaktadir. Kimozin enzimi, k-
kazeinin 105. ve 106. kalintilar1 arasindaki peptit bagini hidrolize ederek bu molekiilii
olusturmaktadir. Glikomakropeptitler, peyniraltt suyu ile uzaklagmaktadirlar ve
ozellikle beslenme agisindan yararli etkilere sahiptirler. Glikomakropeptitler ile
zenginlestirilmis Urlinler bagirsaklarda yararli mikrofloranin gelismesine katkida
bulunmaktadir. Bu peptitler bifidobakteriler ile laktobasillerin gelismelerini tesvik
ederek bazi enterik enfeksiyonlara karsi bariyer de olusturmaktadir. k-Kazeinden elde
edilen glikomakropeptitlerin antimikrobiyel etkisi bulundugu ve bazi1 karaciger
hastaliklarinin kontroliinde de yararli etkilerinin oldugu belirtilmektedir (Hoerr and
Bostwick, 2000; Karagozli ve Bayarer, 2004; Silva and Malcata, 2005; Tokatl vd.,
2005; Yetismeyen ve Yildiz, 2008).

2.3.3. Biyoaktif peptitlerin fonksiyonel ozellikleri

Cogu biyoaktif peptidin birden fazla fonksiyonel 6zelligi bulunmaktadir (Srinivas and
Prakash, 2010). Ornegin PB-kazomorfin ve kazokininler hem yiiksek tansiyon
diistiriicii etki hemde bagisiklik sistemini uyarici etki gostermektedirler. Ayrica a- ve
B-laktorfinler hem opioid hemde ACE inhibitor etkiler gostermektedirler (Smacchi
and Gobbetti, 2000; Gobbetti et al., 2002).

Cogu siit proteini kaynakli peptitlerin de birden fazla fonksiyonel o6zelligi
bulunmaktadir. Ornegin B-kazeinin 60-70 fragmentinden elde edilen peptitler sinir
sistemini diizenleyici, bagisiklik sistemini tesvik edici ve ACE inhibitor aktivite
ozelligi gostermektedir. Ayrica og-kazein 194-199 fragmenti bagisiklik sistemini
diizenleyici ve ACE inhibitor aktivite, opioid peptitlerden a ve B-laktorfin ise ACE
inhibitdr aktivite gostermektedir (Haque and Chand, 2008).

Siit proteinlerinden elde edilen farkli biyolojik fonksiyonlar1 bulunan biyoaktif

peptitler ¢esitli fonksiyonel iirlinlerin iiretilmesinde, nutrasétiklerde ve ilaglarda katki

maddesi olarak kullanilabilmektedir (Haque et al., 2009).

31



2.4. Biyoaktif Peptitlerin Olusumu
2.4.1. Enzimatik hidroliz ile biyoaktif peptit olusumu

Biyoaktif peptit iiretiminde temel yol biiyiik protein molekiiliiniin enzimatik olarak
hidrolizidir. Cogu biyoaktif peptidin iiretiminde bilinen pepsin ve tripsin gibi sindirim
sistemi enzimleri kullamlmaktadir (Herndndez-Ledesma et al. 2007a). Ozellikle ACE
inhibitdr peptitleri ve kalsiyum bagimli fosfopeptitler tripsin enzimi kullanilarak
tiretilen peptitlere 6rnek olarak verilebilir. Diger sindirim enzimleri ve alkalaz,
kimotripsin, pankreatin, pepsin ve termolisin gibi ¢esitli proteinazlarin yani sira
bakteriyel ve fungal kaynaklardan elde edilen enzimler ¢esitli proteinlerden biyoaktif

peptit tiretiminde kullanilmaktadir.

Peptitlerin dogal protein kaynaklarindan geleneksel yollarla iiretilmesinin yani sira
rekombinant DNA teknikleri ile 0&zel peptitler ya da ©6n maddelerinin
mikroorganizmalar kullanilarak tiretilmesi ile ilgili caligmalar devam etmektedir. Kim
vd. as-kazeinini rekombinant E. coli’ de tiretmeyi basarmis ve saflastirmiglardir. Bu
proteininin tripsin ile par¢alanmasi sonrasinda ¢esitli ACE inhibitor peptitleri icerdigi

belirlenmistir (Korhonen and Pihlanto, 2006).

Hashimoto et al. (2006), gida proteinlerinden enzimatik hidroliz ile elde edilen
peptitlerin fraksiyonlanmasinda ticari kullanimi olabilecek ve peptitlerin amfoterik
yapilaria bagli olarak suda ¢ozlinmelerini temel alan izoelektrik odaklanma cihazi
gelistirmiglerdir. Bu islem “otoodaklanma” olarak tanimlanmis ve fonksiyonel
triinler 1ile nutrasotikler icin aktif peptit fraksiyonlarinin hazirlanmasinda

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Park et al. (2008), otoodaklanma sistemi ile elde edilen fraksiyonlarin birlestirilmesi
ile elde edilen fraksiyonunun, linoleik asit oksidasyonuna karsi otoodaklanma
kullanilmadan elde edilen hidrolizatlara gore daha yiliksek antioksidan aktivite

gosterdigini bulmuslardir. Boylece otoodaklanma sistemi ile gidalarda bulunan
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peptitlerin antioksidan aktivitesinin arttirilabilmesi ile, peptit bazli gida katkilarinin

oksidasyonun 6nlenmesinde kullanilabilecegi diisliniilmektedir.

2.4.2. Mikrobiyel fermentasyon ile biyoaktif peptit olusumu

Biyoaktif peptitler, starter ya da starter olmayan bakteriler tarafindan fermente siit
tirtinleri liretiminde olugabilmektedirler. Endiistriyel olarak yararlanilan ve ¢ogu siit
tirtinleri i¢in kullanilan starter kiiltiirlerin, biyoaktif peptit iiretiminde onemli bir
Ozellik olan proteolitik aktiviteye sahip olduklart bilinmektedir. Lc. lactis, Lb.
helveticus, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus gibi laktik asit bakterilerinin proteolitik
sistemleri detayli bir sekilde incelenmistir (Gobbetti et al., 2002; FitzGerald and
Murray, 2006). Bu sistem hiicre membranina bagli proteinazlardan endopeptidaz,
aminopeptidaz, tripeptidaz ve dipeptidazlar gibi farkli hiicre i¢i peptidazlardan
kaynaklanmaktadir (Macedo et al., 2000). Son yillarda bu enzimlerin biyokimyasal ve
genetik karakterizasyonunu agiklamak icin hizli gelismeler meydana gelmektedir.
Peptidazlarin aktivitelerinin gelisme kosullarindan etkilenmesi peptitlerin olusumu
tizerinde birtakim degisikliklerin yapilmasini olanakli kilmaktadir (Gobbetti et al.,
2002; FitzGerald and Murray, 2006). Cizelge 2.6’ da siitlin proteolitik
mikroorganizmalar ya da mikroorganizmalardan elde edilen proteolitik enzimler

kullanilarak fermente edilmesi sonucu ortaya ¢ikan biyoaktif peptitler goriilmektedir.

Son yillarda, mikrobiyel proteoliz yolu ile siit proteinlerinden ¢esitli biyoaktif
peptitlerin iiretimi ile ilgili yapilan ¢alismalar1 iceren bir¢ok derleme yapilmaktadir
(Gobbetti et al., 2002; FitzGerald and Murray, 2006). Bu calismalarin ¢cogunda ACE
inhibitor ya da yiiksek tansiyon Onleyici peptitler, bagisiklik sistemini diizenleyici,
antioksidatif ve antimikrobiyel peptitlerin tanimlandigi belirtilmektedir. Lb.
helveticus Emmental peyniri gibi geleneksel fermente siit iiriinlerinin {iretiminde
starter kiiltiir olarak genis bir kullanim alanina sahiptir ve yiiksek proteolitik
aktiviteye sahip bu suslarin ACE inhibitor peptitlerini olusturduklar ile ilgili ¢ok
calisma bulunmaktadir (FitzGerald and Murray, 2006). Sekil 2.5.” te biiyiik protein

molekiilii ve birincil amino asit dizisindeki biyoaktif peptitler goriilmektedir.
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Cizelge 2.6. Siit proteinlerinden, ¢esitli mikroorganizmalar ve mikrobiyel enzimler

kullanilarak elde edilen biyoaktif peptitlere 6rnekler (Korhonen and Pihlanto, 2006)

Mikroorganizma On Peptit Biyoaktivite
Protein
Lb. helveticus B-kn, k-kn | Val-Pro-Pro, Ile-Pro, Pro ACE inhibitori,
Saccharomyces cerevisiae
Lactobacillus GG B-kn, og-kn | Try-Pro-Phe-Pro, Rahatlatica,
enzimleri+pepsin ve tripsin Ala-Val-Pro-Try-Pro-Gln-Arg, | ACE inhibitdri,
Thr-Thr-Met-Pro-Leu-Trp Bagisiklik
diizenleyici
Lb. helveticus CP90 B-kn Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro(Glu) | ACE inhibitori
proteinaz
Lb. helveticus CPN 4 PAS Try-Pro ACE inhibitori
protein
Lb. delbrueckii B-kn, k-kn | Cesitli Fragmentler ACE inhibitori
ssp.bulgaricus SS1, Lc.
lactis ssp. cremoris FT4
Lb. delbrueckii K-kn Ala-Arg-His-Pro-His-Pro-His- | Antioksidatif
ssp.bulgaricus IFO13953 Leu-Ser-Phe-Met
Lb. rhamnosus + pepsin ile | B-kn Asp-Lys-1le-His-Pro-Phe, ACE inhibitori
sindirimi ve Korolaz PP Try-GIn-Glu-Pro-Val-Leu
Val-Lys-Glu-Ala-Met-Ala-Pro- | Antioksidatif
Lys
Lb. delbrueckii ssp. B-kn Ser-Lys-Val-Try-Pro-Phe-Pro- | ACE inhibitorii
bulgaricus Gly Pro-lIle
S. thermophilus+Lc.lactic B-kn Ser-Lys-Val-Try-Pro ACE inhibitori
ssp lactis biovar.
diacetylactis
Lb.helveticus ICM 1004 Hidrolize Val-Pro-Pro, Ile-Pro-Pro ACE inhibitorii
hiicre igermeyen ekstrakti yagsiz siit
B-Eazomorfin AcE
W ¥ ‘T T .
B-Kazein iy 0
) Tt R
r T = .
ws1-Eazein lI.—!:l TTE_: j : ' 1”9
I~ Lm—KazomorEn - .
Eazoksimnler Antitrombotik -
k-Eazein  # i — 0
oy Fimozn = Glikomakropeptd
e .
B-Laktoglobulin b 1 -
B-Laktorfin
DL—LaktorEn' o
o-Laktalbusmin = T 123
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MR Cx%baglayic: belge Amino Asit Mo
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Sekil 2.5. Proteinler ve igerdikleri biyoaktif peptitlerin haritasi
(Schanbacher et al., 1997; 1998)
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2.4.2.1. Yogurt bakterileri tarafindan proteinlerin kullanimi

Laktik asit bakterilerinin inorganik azot kaynaklarini kullanarak amino asit
sentezleme yetenekleri sinirlidir. Bu nedenle gelisme ortamlarinda bulunan amino
asitleri azot kaynagi olarak kullanirlar. Bu amagla ortamda bulunan protein veya

peptitleri metabolik aktiviteleri ile amino asitlere dontistiiriirler (Donkor, 2007).

Siit proteinleri (0zellikle kazeinler) yogurt bakterileri i¢in temel azot kaynagidir.
Yogurt bakterileri tarafindan gerceklestirilen kazein hidrolizinin birinci basamagi,
hiicre duvarinda yer alan ekzoseliiler proteinazlar, hiicre membranina bagh
aminopeptidazlar ve hiicre ic¢i peptidazlar araciligr ile gergeklesmektedir. S.
thermophilus ve Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus’ un bir¢ok susu proteinaz aktivitesine
sahiptir. Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus kokenli proteinazlar metallo enzim grubuna
dahildir ve 45-55°C’ de ve pH 5.2-5.8 araliginda optimum aktivite gostermektedir.
Bu enzimler serum proteinlerine oranla B-kazein ve os-kazein iizerinde daha
etkilidirler. Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus kokenli proteinazlarin kazeinler
tizerindeki proteolitik etkisi pH’ daki azalmaya bagl olarak artis gostermektedir. B-
Kazein yogurt bakterileri tarafindan diger kazein fraksiyonlarindan daha hizh
hidrolize ugramaktadir. Serum proteini fraksiyonlarindan B-Lg, yogurt fermentasyonu
sirasinda  hidroliz olmazken, o-La sinirli diizeyde proteolize ugramaktadir. S.
thermophilus’ un kazeinler iizerindeki proteolitik etkisi genelde zayiftir. Bazi S.
thermophilus suslar1 proteinaz aktivitesine sahip degilken, bazi suslar yiiksek

proteolitik aktivite gostermektedir (Ozer, 2006).

2.4.2.2. Yogurt bakterileri tarafindan peptitlerin kullanimi

Yogurt bakterileri gelisimleri i¢in gerekli azot kaynagini genellikle diisitk molekiil
agirhikl peptitlerden karsilamaktadirlar. Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus tarafindan
sentezlenen proteazlar tarafindan agiga c¢ikarilan  oligopeptitler, endo-,
ekzopeptidazlar araciligr ile disiik molekiil agirhigina sahip peptitlere ve amino

asitlere parcalanmaktadir ve bu azotlu bilesikler S. thermophilus tarafindan gelisim
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faktorii olarak kullanilmaktadir. Bu olay iki yogurt bakterisi arasindaki simbiyotik

iliskinin temelini olusturmaktadir (Ozer, 2006).

S. thermophilus tarafindan sentezlenen ekzopeptidazlar, peptitler iizerine Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus tarafindan sentezlenen ekzopeptidazlardan daha aktiftir.
Buna karsin, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus daha yiiksek endopeptidaz aktivitesine
sahiptir ve kazein hidrolizinden endopeptidazlar sorumludur. S. thermophilus zayif
proteinaz aktivitesine karsin orta diizeyde peptidaz ve aminopeptidaz aktivitesine

sahiptir (Ozer, 2006).

Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ve S. thermophilus’ un hemen tiim suslar1 X-propil-
dipeptidilamino-peptidaz (X-pro-DPAP) aktivitesine sahiptir. X-pro-DPAP 6zellikle,
kazein hidrolizi i¢in anahtar enzim roliindedir ve yogurtta dipeptit olusumundan
birinci derecede sorumludur. Bunun nedeni, X-pro-DPAP enziminin substrat olarak
prolini kullanmas1 ve kazeinin prolin agisindan zengin bir kaynak olmasidir (Ozer,

2006).

2.4.3. Proteolitik enzimlerin inhibisyonu

Gida proteinlerinden kaynaklanan biyoaktif peptitler sindirim sistemi enzimlerini
etkilemelerinin yami sira gidalarin bozulmalarina yol acan enzimler i¢in de spesifik
inhibitorler olabilirler. Bu biyoaktif peptitler gidalarin iiretimi  sirasinda
gergeklestirilmesi gereken enzimatik reaksiyonlar iizerinde de etkili olabilirler. Laktik
asit bakterilerinden kaynaklanan proteolitik enzimler bazi siit iirlinlerinde biyoaktif
peptitlerin olusumunu saglayabilirler. Olusan bu biyoaktif peptitler ayn1 zamanda
tiriinlerde mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilen biyokimyasal reaksiyonlarin
ilerleyisini de etkileyebilirler (Smacchi and Gobbetti, 2000; Silva and Malcata, 2005;
Tokatli vd., 2005).

Laktik asit bakterilerinin enzimleri veya dig kaynakli enzimlerin aktivitesi sonucu
tiretilen biyoaktif peptitler olgunlagsma esnasinda segici bir sekilde mikrobiyel

proteolizi inhibe etmektedir. Laktik asit bakterilerinin hiicre i¢i peptitazlarina etki
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gosteren biyoaktif peptitler Cedar ve bazi Italyan peynirlerinden (Parmesan.
Mozarella) izole edilmistir. Cedar peynirinin olgunlagsmasi sirasinda agiga c¢ikan f-
kazomorfin laktik asit bakterilerinin endopeptitaz ve aminopeptitazlarini inhibe

etmektedir (Smacchi and Gobbetti, 2000).

Laktik asit bakterilerinin bu duyarliligi tiir ve sus dilizeyinde degisiklik
gostermektedir. Bu farkliligin ise enzimlerinin amino asit dizilislerindeki kiigiik

farkliliklardan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Italyan peynirlerinde izole edilen ACE-inhibitdr peptitleri, UHT siitlerde aciliga
sebep olan psikrotrofik P. fluorescens’ in 1siya dayanikli proteinazlar gibi mikrobiyel
bozulma enzimlerini inhibe etmektedir. Bu proteolitik enzimlerin kontrolii siit
irtinlerinin  bozulmasmin onlenmesi i¢in biiylik 6neme sahiptir (Smacchi and

Gobbetti, 2000).

2.4.4. Siitte biyoaktif peptitlerin olusumunu saglayan mikroorganizmalar ve

fermente iiriinler

Laktik asit bakterileri ile fermentasyon sirasinda biyoaktif peptitlerin olusumu, siitiin
fermentasyonu ile elde edilen peptitlerin tanimlanmasi ve 6zelliklerinin belirlenmesi
ile ilgili ¢alismalar yogun bi¢imde yapilmaktadir (Sipola et al., 2002; Gomez-Ruiz et
al., 2002; Fugland et al., 2003; Quiros et al., 2005; FitzGerald and Murray, 2006;
Korhonen and Pihlanto, 2006; Biitikofer et al., 2007; Donkor et al., 2007a).

Nakamura et al. (1995a, b) o6zellikleri en iyi bilinen ACE inhibitdr peptitlerini (Val-
Pro-Pro ve Ile-Pro-Pro) siitii Lb. helveticus ile fermente ederek elde etmeyi
basarmislardir. Yiiksek tansiyon hastalari {izerine yapilan ¢alismada Lb. helveticus’
un kazeini hidrolize etmesi ile agiga ¢ikan tansiyon diisiiriicii 6zelligi oldugu
belirlenmis bu iki tripeptiti (Val-Pro-Pro ve Ile-Pro-Pro) iceren fermente siitii
tansiyon hastalarimin giinliik olarak tiiketmesi istenmistir. Hastalarin kan basincinda 4
ve 8 hafta sonra onemli bir diislis gozlenmistir. (ACE inhibisyon > 70, ICsy 100-
500mmol/L). Bu igecek ile giinlik alinan peptit miktar1 1.2-1.6 mg arasinda
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degismistir. Sonugta siit tirlinlerinden saglanan peptitler tansiyon ilaglar1 kadar giiclii
etki gostermese de dogal fonksiyonel gidalar olarak giinliik diyette alinmasi tavsiye

edilmistir.

Meisel et al. yiiksek tansiyonu diigiirlicii etki gosteren biyoaktif peptitleri Gouda
peynirinde incelemisler, biyoaktif peptit olusumunun olgunlagsma siiresince arttigini
fakat proteoliz belli bir diizeye geldikten sonra diisiise gectigini belirtmislerdir.
Benzer sekilde yogurt, taze peynir gibi proteolizin diisiik oldugu iiriinlerde ise bu

aktivitenin diisiik oldugu gozlemlemislerdir (FitzGerald and Murray, 2006).

Probiyotik etki gosterdigi kanitlanmig Lactobacillus cinsi mikroorganizmalar ile
fermente edilmis siitlerde farkli diizeylerde biyoaktif peptitlerin varlig1 saptanmistir

(Gobbetti et al., 2002; FitzGerald and Murray, 2006).

Meisel and Bockelmann (1999), in vitro olarak Lactococcus lactis’ in hiicre duvari
proteinazlarini saflagtirmis ve bu proteinazlar ile B- ve a-kazeini hidroliz ederek

kazomorfin, kazokinin ve immiinopeptit yapisinda oligopeptitler elde etmislerdir.

Mikroorganizmalarin genleri ile oynanarak belli bir biyoaktif peptitin iiretiminin
arttirilmasi saglanabilmektedir. Ornegin B-kazomorfin ile zenginlestirilmis siit mutant

Lb. helveticus susu kullanilarak elde edilebilmistir (Matar and Goulet, 1996).

Kazein veya peyniraltt suyu proteinlerinden kaynaklanan 6zel biyoaktif peptitler
iceren katkilarin sayist giderek artmakta ve son yillarda marketlerde yerini
almaktadir. Diger taraftan gida sirketleri tarafindan {iretim yontemleri
gelistirilmektedir. Bu peptitlerin saglik agisindan yararh etkileri oldugu bilinmektedir.
Bu ticari katkilara ve uygulama alanlarina ait bazi ornekler Cizelge 2.7.” de

verilmigtir.
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Cizelge 2.7. Saglik lizerine etkileri veya fonksiyonel 6zellikleri bulunan biyoaktif
peptitleri igeren ticari siit iirlinleri ve katkilar1 (Korhonen and Pihlanto, 2006)

Marka Uriin Tipi Fonksiyonel BP | Etkisi Uretici
Firma
Calpis Fermente Siit Val-Pro-Pro, Kan basincini diistiriicii Calpis Co.,
Ile-Pro, Pro Japonya
Evolus Kalsiyum Val-Pro-Pro, Kan basincini diisiiriicti Valio Oy.,
zenginlestirilmis Ile-Pro, Pro Finlandiya
fermente siit
BioZate Hidrolize PAS B-Lg fragmentleri Kan basincini diisiiriicii Davisco,
proteinleri ABD
BioPURE-GMP | Hidrolize PAS K-kn f(106-169) Dis giiriiklerine viriis Davisco,
proteinleri ve bakteriler karst koruyucu, | ABD
kanin pihtilagmasi
iizerine etkili
Prodiet F200 Aromalr siit os-kn £ (91-100) Stres azaltict Ingredia,
Tyr-Leu-Gly Fransa
Try-Leu-Glu-Gln-
Leu-Leu-Arg
Festivo Yarim Yagh ag-kn £ (1-9), Belirlenmemis MTT,
Peynir ag-kn f (1-7), Finlandiya
ag-kn £ (1-6)
Cysteine Peptite | Katki Maddesi Siit protein peptitleri | Uyku getirici DMV,
Hollanda
C12 Katki Maddesi Kazein peptitleri Kan basincini diisiiriicii DMV,
Hollanda
Capolac Katki Maddesi Kazeinofosfopeptit Mineral emilimi Arla Food,
Isvigre
PeptoPro Katki Maddesi Kazein peptitleri Kas gelistirici DSM,
Hollanda
Vivinal Alpha Katk1 Maddesi PAS peptitleri Rabhatlatict BDI,
Hollanda

2.5. Biyoaktif Peptidlerin Ayrilmasi ve Zenginlestirilmesi

Siit proteinlerinden biyoaktif peptitlerin genis Olgekte ticari olarak iiretimi, uygun
teknolojilerin eksikligi nedeniyle smnirhidir. Giiniimiizde belirli bir molekiil agirlig
araligindaki peptitlerin zenginlestirilmesi i¢in en uygun yol, membran ayirma
teknigidir (Korhonen and Pihlanto, 2006). Ultrafiltrasyon ise, hidrolize proteinlerden
elde edilen biyoaktif peptitlerin zenginlestirilmesinde yogun olarak kullanilmaktadir
(Poulin et al.,, 2006). Enzimatik hidrolizin, geleneksel kesikli hidroliz veya
ultrafiltrasyon membran sistemlerinin beraber kullanilmasi ile siirekli hidroliz
seklinde tretim saglanabilmektedir. Enzimatik membran reaktorleri kullanilarak
stirekli sistemle 6zel peptit dizilerinin tiretimi 1990’ lar da baslamistir (Korhonen and

Pihlanto, 2006).
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Gauthier and Pouliot (2003), enzimatik hidroliz ile ultrafiltrasyon tekniklerini beraber

kullanarak B-Lg’ den peptit iiretebilmislerdir.

Bordenave et al., ultrafiltrasyon reaktorii ile kegi siitiinden elde edilen peyniralti suyu
proteinlerinden siirekli sistemle o-laktorfin elde etmeyi basarmislardir. Bazi
calismalarda, iki basamakli filtrasyon sistemi kullanilarak biyoaktif peptitlerin
zenginlestirilmesinin saglanabildigi belirtilmektedir. Sekil 2.6.°da iki basamakli
filtrasyon sisteminin sematik olarak gosterimi bulunmaktadir (Gauthier and Pouliot,

2003).

Enzimatik hidroliz

30kDA-membran | > Reaksiyon karigimi

ﬂ Toplam Hidrolizat

— Polipeptid karigimi

1kDA-membran

J

Amino asit karigimi

Sekil 2.6. iki basamakl1 filtrasyon sisteminin sematik olarak gdsterimi
(Gauthier and Pouliot, 2003)

Biyoaktif peptitlerin zenginlestirilmesinde kullanilan yontemlerden bir tanesi de
peptitlerin yiikii ve biiyiikligline gore ayrilmalarini saglayan Nanofiltrasyon (NF)
teknigidir. Bu teknikte pH ve iyonik gii¢ 6nemli olmaktadir. Pouliot et al. (1999) -
Lg’ in tripsin ile hidrolizi sonrasi aciga ¢ikan peptitlerin NF membranlar kullanarak
ayrilmasinda pH 9 ve 0.5 M NaCl ilavesinin membran segiciligini arttirdigini
belirtmislerdir. Sekil 2.7.°de  NF uygulamasinin sematik olarak gosterimi

bulunmaktadir.
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Sekil 2.7. NF uygulamasinin sematik olarak gosterimi (Cartwright, 2006)

Cesitli kaynaklarda saglanan gida proteinlerinin besleyici ve fonksiyonel 6zelliklerini
gelistirmek amaciyla yapilan bu islemlerin genis bir uygulama alan1 bulunmaktadir.
Bu amag icin ozellikle siit proteinleri kullanilmaktadir. Son yillarda iyon degistirici
kromatografik metotlarin da bu peptitlerin zenginlestirilmesinde kullanilabilecegi
belirtilmektedir. Fakat bu yontemin sanayi maliyetinin yiiksek olmasi, biiyiik hacimli

tiretimi sinirl kilmaktadir (Korhonen and Pihlanto, 2006).

Ellegard et al. (1999) yiiksek saflikta kazeinofosfopeptit {iretimini,

Asit ¢oktiirmesi

|

Diafiltrasyon

|

Iyon-degistirme kromatografisi;

yontemlerini kullanarak gerceklestirmistir.

Recio and Visser (1999b), enzim ile muamele sonrasi olusan biyoaktif peptitleri iyon
degistiriciden gecirmisler; laktoferrin ve ag-kazein’ den katyonik antimikrobiyel
peptitler, B-kazein’ den ise negatif yiiklii fosfopeptitleri ayirmay1 basarmislardir. Bu
yontemin avantaji kullanilan protein ¢esidinin 6nemli olmamasi ve enzimin geri
kazanilabilmesidir. Bu yontem disik molekiiler agirlikli bu peptitlerin

zenginlestirilmesinde yeni teknolojilerin kullanimi agisindan 6nemlidir (Korhonen

41



and Pihlanto, 2006). Sekil 2.8.” de iyon degistirme kromatografisinin sematik olarak

gosterimi bulunmaktadir.
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Sekil 2.8. Iyon degistirme kromatografisinin sematik olarak gosterimi
(Seidman and Mowery, 2006)

2.6. Biyoaktif Peptitlerin Teknolojik Olarak Onemi

Biyoaktif peptitler sadece fonksiyonel agidan degil teknolojik agidan da 6nemlidirler.
Peyniralt1 suyu proteinlerinin enzimatik hidrolizi ile elde edilen peptitler, gidalarda
birtakim teknolojik ozelliklere de katkida bulunmaktadir (Gauthier et al., 1993).
Dogal proteinlerle karsilastirildiklarinda peptitler genelde;

- ¢cozlnlrliigl arttirr,
- vizkoziteyi disliriir,
- kopiik olusumu, jellesme, emulsiyon olusturma 6zelliklerinde Onemli

degisikliklere neden olmaktadirlar.

Teknolojik ozelliklerde meydana gelen bu degisiklikler, diisiik molekiiler

agirliklarina, hidrofobik gruplarin ortaya ¢ikisina ve iyonik gruplarin artisina baglidir.

Ayrica hidrolize olmus proteinlerin gosterdikleri 6zellikler birtakim parametrelere

baglidir. Bunlar;
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- protein substratinin safligi,

- protein substratina uygulanan 6n islemler,

- proteolizde kullanilan enzim,

- pH, sicaklik, iyon giicii, aktivator gibi hidroliz sirasindaki fizikokimyasal
kosullar,

- hidroliz derecesi,

- enzimlerin inaktivasyonunda kullanilan teknik (6rnegin; sicaklik uygulamasi,
asitlik uygulamasi, membran filtrasyon uygulamalar1 gibi),

- hidroliz sonras1 uygulamalar (serbest amino asitler i¢in adsorbentler, membran

seperasyon gibi) dir.

Arastirmacilar, koyulastirilmig siit bazli bebek mamalarinda depolama siiresince
emulsiyon yapinin korunmasii (6 ay 25° C), saglamak amaciyla ilave edilen
kalsiyum karragenan (13.3 mg/100 mL) yerine peyniralt1 suyu proteinlerinin tripsin
ile hidrolize edilmesi ile elde edilen peptitleri kullanmislardir (5mg/100mL).
Ozellikle negatif yiiklii B-Lg (f41-60 ve f61-69+149-162)° nin yiiksek emulsiyon
kapasitesinin bulundugunu belirtmislerdir. Negatif yiiklii peptitler yag globiillerinin
icine yapisarak itici bir elektrostatik ortam yaratmakta ve kolloid sistemin yapisinin
bozularak topaklanmasi onlenmektedir seklinde hipotez one siirmiislerdir (Gauthier

and Pouliot, 2003).

B-Lg’ den elde edilen triptik peptitler mayonez benzeri flriinlerde 6 ay oda
sicakliginda depolamada yapinin bozulmadan kalmasini saglarken, kimotripsin ile
elde edilen peptitler aym 6zelligi gosterememislerdir (Gauthier and Pouliot, 2003).
Sekil 2.9.” da B-Lg’ nin teorik olarak tripsin ve kimotripsin ile kesim noktalarmni

gosteren amino asit dizilimi goriilmektedir.
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Ala - Gly - Thr - Trpq'I‘yrm?Scr = Len = Ala - Met = Ala - Ala - Ser - Asp - 1le - Sery -

Leuq’Leuq.Asp - Ala - Gln - Ser - Ala - Pro - Leuq;\rg,‘.,.-"f'ul - 'I‘_vr?\-’al = Glu - Glu -

Leu{}L}'s - Pro - Thr - Prog - Glu - Gly - Asp - Leuq'Glu -1le- Leuql.euq'(_}ln - Lysw!

Trpq'GIu - Asn - Gly - Glu - Cys - Ala - Gln - L.ys'-'Lysm!He -Me-Ala-Glu- L?}'S!T]Ir

L 4
- Lys!lle - Pro - Alag, - Val - Pheql.}'s!lle— Asp - Ala - Lequsn - Glu - Asng - Lys -

Val - l.euq‘\-’al - Leu?&sp - Thr - Asp - T_,\'rJ}Lysm.-lLys -’Tyr g[,eu gi.eu p’]‘hequs -
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Sekil 2.9. B-Lg.” nin teorik olarak tripsin (&)ve kimotripsin ({l)ile kesim noktalarini
gosteren amino asit dizilimi (Gauthier and Pouliot, 2003)
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Aragtirma materyali olarak Isparta ve Burdur yoresindeki farkli {ireticilerden ticari
kiiltiir kullanilmadan geleneksel yontemlerle evde yapilmig 15 adet yogurt Grnegi
toplanmis ve yogurt 6rnekleri; Y1’ den Y15’ e kadar kodlanmistir. Yogurt 6rnekleri 4
hafta siiresince 4° C’ de muhafaza edilmis ve 1. giin, 1. 2. 3. ve 4. haftalarda analizleri

yapilmistir.

Ticari kiiltiirle {iretimi gergeklestirilen yogurtlar, Siileyman Demirel Universitesi
Unsiit Isletmesi’ nden {iretimlerinin 1. giinlerinde temin edilmistir. Unsiit
isletmesinde yogurt liretimi 3.2.1.°de belirtildigi sekilde yapilmaktadir. Deneme 3

tekerriirli yapilmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Yogurt iiretimi

Cig st gerekli on islemler yapildiktan sonra (asitlik kontrolii, mastitis kontrolii,
antibiyotik varliginin kontrolii, koruyucu madde varlig1 kontrolii) 90° C’ de 10 dakika
stiresince tutulmakta ve % 16 kurumadde oranina kadar suyu evapore edilmektedir.
Koyulastirilmis siit 44-45°C° ye sogutulduktan sonra ticari yogurt kiiltiirii (Chr.
Hansen, YC 350) ile % 2 oraninda agilanmaktadir. Starter kiiltiir ile asilanan siit, 44°
C’ de 4.6 pH degerine ulasincaya kadar 3-4 saat inkiibasyona birakilmakta, sogutma

isleminden sonra depolanmaktadir.
3.2.2. Fiziko-kimyasal analizler
3.2.2.1. Toplam kurumadde tayini

Yogurt 6rneklerinde toplam kurumadde tayini gravimetrik yontemle TSE TS 1330’ a
gore yapilmistir. Kurutma kaplart 103+£2°C’ ye ayarlanmig etiive konarak, sabit

agirhiga gelmesi saglanmis ve desikatorde sogutulduktan sonra daralar1 belirlenmistir.
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Homojen hale getirilen yogurt 6rneginden kurutma kabmna 5 g numune tartarak
ornegin kaba yayilmasi saglanmistir. Numune iceren kaplar 103+2°C’ ye ayarlanmis
etlive konarak tartimlar arasindaki fark 0.5 mg’ dan az oluncaya kadar kurutulmustur.
Desikatorde sogutulduktan sonra tartimi yapilmistir. Deney paralel yliriitiilmiis ve
hesaplamada paralellerin ortalamasi alinarak yiizde kurumadde miktar1 asagidaki

esitlige gore hesaplanmistir (Anonim, 1999a).

mip-m
% Kurumadde = ------------ x 100 (3.1
my-m

m :Kurutma kabinin kiitlesi g olarak,
m; :Kurutma kab1 ve 6rnegin kurutma sonrasi tartimi g olarak,

m, :Kurutma kabi1 ve 6rnegin kurutma dncesi tartimi g olarak ifade edilmistir.

3.2.2.2. Titrasyon asitligi tayini

Yogurt Orneklerinde titrasyon asitligi tayini % laktik asit (% l.a.) cinsinden
belirlenmis ve TSE TS 1330’a gore yapilmistir. Erlen icersine 10 g 6rnek tartilmis
izerine kaynatilarak 40°C’ye kadar sogutulmus damitik sudan 10 mL ilave edilerek
iyice kanstirtlmistir. 0.5 mL fenolfitaleyn (Merck) belirte¢ ¢ozeltisi (%96’ lik etil
alkolde %1’ lik ¢ozelti) eklendikten sonra 0.1 N NaOH (Merck) ¢ozeltisi ile en az 30
saniye kalict pembe renk elde edilinceye kadar titre edilmistir. Kiitlece % siit asidi

cinsinden asitlik agagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (Anonim, 1999a).

S x fx 0,009
A= x 100 (3.2)
m

A : Titre edilebilir asitligi siit asidi cinsinden kiitlece % olarak,
S : Titrasyonda harcanan 0.1 N NaOH ¢6zeltisinin miktarint mL olarak,
m : Titrasyonda kullanilan 6rnek miktarini g olarak,

f : NaOH ¢ozeltisinin faktoriinii simgelemektedir.

46



3.2.2.3. pH tayini

Yogurtlarin pH degerlerinin belirlenmesinde inolab WTW dijital pH metre
kullanilmigtir (Dave and Shah, 1997).

3.2.2.4.Yag tayini

Yogurt drneklerinin yag tayinleri TS 8189’a gore Gerber yontemiyle yapilmistir.
Homojen hale getirilmis yogurt 6rnekleri 1:1 oraninda damitik su ile sulandirilmistir.
Sirasiyla biitirometrelerin i¢ine 10 mL H,SO4 (Merck) sonra 20°C’ ye ayarlanmig 11
mL sulandirilmis yogurt ve son olarak da 1 mL amil alkol ilave edilmistir.
Gerekiyorsa damitik su ile seviye tamamlamasi yapilmistir. Biitirometrelerin tikaglar
kapatildiktan sonra ¢alkalanip alt {ist edilmis ve Gerber santrifiijiine yerlestirilmistir.
5 dk. siireyle 6rnekler santrifiij edilmis ve siire sonunda skaladaki deger okunarak, 2

ile carpilmis ve degerler % yag miktari olarak ifade edilmistir (Anonim, 1990a).

Kurumaddede % yag miktar1 ise asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

% Yag x 100
Kurumaddede % yag = (3.3)
% KM

3.2.2.5. Protein miktari tayini

3.2.2.5.1. Kjeldahl yontemi ile protein tayini

Yogurt 6rneklerinin protein miktarlar1 Kjeldahl yontemiyle tespit edilmistir (Anonim,
1990b).Yakma tiipii igersine 3 g homojen hale getirilmis yogurt 6rnegi tartilmigtir.
Her tiipiin igersine 2 adet Kjeldahl tableti (Merck) ve 25 mL H,SO; ilave edilmistir.
Tiipler yakma iinitesine yerlestirilmis ve kademeli olarak sicaklik ytikseltilmistir.
Yakma islemi bittikten sonra destilasyon islemine geg¢ilmis 50 mL borik asit (Merck)

(%4’ lik) icersine destilat toplanmistir. Toplanan destilat 0.1 N HCI (Merck) ile gri-
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leylak renk elde edilinceye kadar titre edilmis ve % azot degeri asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmustir.

(S — Stami) X F x 0.0014
%Azot = x 100 (3.4)
Ornek miktar1 (g)

Burada;

S=Titrasyonda harcanan 0.1 N HCI miktarint (mL),

F=HCI ¢6zeltisinin faktoriinli simgelemektedir.

Bulunan deger 6.38 faktorii ile carpilarak yogurt Orneklerinin protein miktarlari

belirlenmistir.

3.2.2.5.2. Lowry yontemi ile protein tayini

Liyofilize yogurt serumlarinda protein tayini Lowry yontemi ile yapilmistir (Lowry,

1951).

Kullanilacak ayrac ve gereclerin hazirlanmast:

Cozelti — 1: Bakir siilfat (CuSO4.H,0) (Merck) ¢ozeltisi, %1

Cozelti — 2. Na-K-tartarat (Merck) ¢ozeltisi, %1

Cozelti —3: Sodyum karbonat (Na,CO3) ¢ozeltisi, %2. Bu ¢ozelti, sodyum karbonatin,
0,1 M NaOH ¢o6zeltisinde ¢oziindiiriilmesiyle hazirlanmistir. (Merck)

Cozelti — 4: Folin — Ciocalteu ayraci. (Merck)

Analizin yapilacagr giin Cozelti — 1 ve Cozelti — 2, esit hacimlerde (1:1)
karistirilmistir. Bu karistmdan 2 hacim almip {izerine 98 hacim Cozelti — 3
eklenmistir. Boylece Cozelti — A hazirlanmistir. Cozelti — 4 ise damitik su ile 1:1

oraninda seyreltilerek Cozelti — B hazirlanmistir.

Liyofilize yogurt serumlar1 0,05/4mL oraninda 0.1 M tuzlu fosfat tampon ¢ozeltisi

icersinde ¢oziinduriilmiistiir. Bundan 0.2 mL alinmig ve {izerine 2.1 mL Codzelti — A
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eklenmis ve 10 dk. kendi haline birakilmistir. Bu siire sonunda 0.2 mL Cozelti — B
eklenip karnistirllmistir. Oda sicakliginda karanhik bir ortamda 1 saat siireyle
bekletilmis ve siire sonunda 750 nm’ de sahide karsi absorbans degerleri Shimadzu
UV-1601 model spektrofotometrede okunmustur. Sahit i¢in 6rnek yerine 0.2 mL
tuzlu fosfat tampon ¢ozeltisi ilave edilmis, diger islem basamaklar1 ayni tutulmustur.
Standart kurvenin hazirlanmasi i¢in sigir serum albumini kullanilmistir. 50-750
pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda sigir serum albumini iceren standart

cozeltiler kullanilarak hazirlanmgtir.

3.2.3. Mikrobiyolojik analizler

Yogurt 6rneklerinden 10’ ar gram steril sartlarda tartilmis ve 90 mL % kuvvetinde
Ringer c¢ozeltisi (Merck) ilave edilerek homojen hale getirilmis ve uygun seri
diliisyonlar hazirlanmistir.  Yogurt 6rneginden dogrudan 0.1 mL veya 107
diliisyonundan 0.1 mL alinarak drigalski spatiilii kullanilarak besiyerlerine yayilmistir

(Anonymous, 1992).

Koliform grubu bakterilerin analizi i¢in Eosin Metilen Blue Agar’ a (EMB) (Merck)
ekim yapilmis, 37°C’° de 24-48 saat inkiibasyona birakilmustir.

Maya ve kiif sayimi i¢in pH’ s1 % 10’ luk laktik asit (Merck) ile 3.5’ e ayarlanmis
Potato Dekstrose Agar’ a (PDA) (Merck) ekim yapilmis, 25°C” de 4 giin inkiibasyona

brrakilmustir.

Toplam mezofil aerob bakteri (TMAB) sayimi i¢in Plate Count Skim Milk Agar’ a
(PCSMA )ekim yapilmis, 35°C’ de 24-48 saat siiresince inkiibasyona birakilmustir.

Laktik asit bakterilerinin sayimi, M17 (Merck) ve MRS Agar (Merck) besiyerlerinde
yapilmig ve plaklar 37°C’ de 48-72 saat inkiibe edilmistir (de Man et al., 1960;
Terzaphi and Sandine, 1975; Ozgelik, 1992; Anonim, 1999b; Lourens-Hattingh and
Viljoen, 2001; Karahan vd., 2002; Caglayanlar et al., 2009).
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3.2.4. Yogurtlarin proteoliz diizeyinin belirlenmesi

Yogurt orneklerinin proteoliz diizeyinin belirlenmesi i¢in 0-phthaldialdehyde (OPA)
metodu kullanilmistir. Yogurt 6rnegi 15.000 x g* de 4° C’ de 30 dk. siiresince Sigma
3K30 model santrifiij kullanilarak santrifiij edilmis ve siipernatant1 ayrilmistir. 3 mL
siipernatant lizerine 3 mL %1’ lik (agirlik/hacim) trikloroasetikasit (TCA) ilave
edilerek karisim 1 dakika siiresince vortekslenmistir. Whatman 1 filtre kagidindan
vakum ile siiziildiikten sonra 150 pL filtrat 3 mL OPA ¢dozeltisi {izerine ilave
edilmistir. 2 dk. sonra, oda sicakliginda (20°C) 340 nm’ de ¢ozeltinin absorbansi
spektrofotometrede Ol¢lilmiistiir. % 10 luk skim milk kontrol olarak kullanilmistir.
Proteoliz derecesi islem gormemis siit ile fermente siit arasindaki serbest amino grubu

artis1 olarak belirlenmistir (Nielsen et al., 2001; Donkor et al., 2007a).

3.2.5. Aroma maddelerinin belirlenmesi

Yogurtlarin aroma bilesenleri gaz kromatografisi ile analiz edilmistir (Perkin Elmer
Otosistem x L). Sistem 50 m CP WAX 52 kapiler kolon igeren alev iyonlastirict
dedektor (Perkin Elmer)’ den olugmaktadir. Kromatograf otomatik bir head-space

(Model: Turbo Matrix 16, Perkin Elmer) ile baglantilidir (Sakata et al., 2004).

Gaz kromatografisinde CP WAX (50 m X 0.32 i.d) kolon kullanilmistir. Enjektor
sicakligr 180°C, dedektor sicakligi 200°C’ dir. Firin sicaklik programi ise 35°C’ de 2
dk. bekledikten sonra 240°C sicakliga ulasilmis ve 20 dk. beklenmistir. Tasiyict gaz
olarak helyum (He/ 25 psi) kullanilmustir.

Head-space sartlari:
Head-space sartlari; igne 90°C, transfer ¢izgisi, 120°C, vial firin sicakligi: 85°C,

termostat zamani 5 dk, basing altinda tutma zamani 0.5 dk, enjeksiyon zamani 0.08

dk, geri ¢ekme zamani 0.5 dk, head basinci, 27 psi’ dir.
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3.2.6. Biyoaktif peptitlerin eldesi

3.2.6.1. Yogurt orneklerinin hazirlanmasi

Yogurt 6rneklerinin hazirlanmast Donkor et al. (2007a)’e gore yapilmustir. Yogurt
ornekleri 15.000 x g° de 4° C’ de 30 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatant 0.45
um c¢apli membran filtreden (Schleicher & Schuell GmbH, Dassel, Germany)
gecirilmis ve VirTis benchtop-SLC model liyofilizatdr kullanilarak liyofilize
edilmistir. Liyofilize edilen 6rnekler HPLC analizine gegmeden once antimikrobiyel
aktivite ve antioksidan aktivite degerleri belirlenmistir. Ornekler -25 °C’ de

depolanmstir.

3.2.6.2. Antimikrobiyel aktivite tayini

Antimikrobiyel aktivitenin belirlenmesi amaciyla, Ankara Universitesi, Miihendislik
Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Bolimii kiiltiir koleksiyonundan temin edilen;
Micrococcus luteus, Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes

ve Yersinia enterocolitica kullanilmustir.

Liyofilize yogurt serumlar1 ve bu yogurt serumlarindan elde edilen peptit
fraksiyonlarinin antimikrobiyel aktivitesini belirlemek amaciyla kuyucuk difiizyon

testi kullanilmigtir (Daoud et al., 2005).

Mikroorganizmalar -25°C° de gliserol igeren Nutrient Broth® da muhafaza
edilmiglerdir. Antimikrobiyel aktivitenin belirlenmesi amaciyla kiiltiirler iki defa
Mueller-Hinton besiyerinde gelistirilmislerdir. Aerobik bir mikroorganizma olan M.
luteus 30°C’ de 60 rpm’ de galkalamali inkiibatérde diger mikroorganizmalar ise 37°

C’ de gelistirilmistir. Bakteri hiicreleri 2 kere 10 mM sodyum fosfat tamponu (pH
6.5) ile yikanmig 0.5 McFarland bulanikliginda 10 mL besiyerine ilave edilmis ve
petri kutusuna dokiilmiistiir. Bu besiyeri M. luteus i¢in % 1 agar, 21 g/L oraninda
Mueller-Hinton diger mikroorganizmalar i¢in ise % 1 agaroz, % 0.02 Triton x 100,

%0.02 s1g1r serum albumin igermektedir.
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M. luteus igin tek tabaka besiyeri, diger mikroorganizmalar igin ise iki tabaka besiyeri

kullanilmustir.

Liyofilize yogurt serumlar1 (25 mg/mL) ve liyofilize peptit fraksiyonlar1 (10 mg/mL)
50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 6.5) icersinde ¢oziilmiis ve 20 uL - 100 uL
kuyucuklara ilave edilmistir. M. luteus 4°C” de, diger mikroorganizmalar 30°C’ de 3
saat bekletilmistir. Bu siirenin sonunda 10 mL % 1 agar, 42 g/L oraninda Mueller-
Hinton iist tabaka olarak ilave edilmistir. Petriler 37°C* de 24 saat inkiibe edilmistir.
M. luteus igin ise st tabaka dokiilmemis ve 30°C’ de 24 saat siiresince inkiibe

edilmistir.

Antimikrobiyel aktivite olusan zonlarin 6l¢limii ile belirlenmistir. Kloramfenikol (100
ng/mL) pozitif kontrol, sodyum fosfat tamponu ise negatif kontrol olarak

degerlendirilmistir.

3.2.6.3. Antioksidan aktivite tayini

3.2.6.3.1. ABTS"™ radikal giderme yontemi ile antioksidan aktivite tayini

2,2'-azinobis  (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS) saf su igersinde
¢Oziilmektedir. 2.45 mM potasyum persiilfat iceren 7 mM’lik ABTS ¢ozeltisi oda
sicakliginda ve karanlik bir ortamda 12-16 saat siiresince bekletilerek ABTS™ radikal
¢oOzeltisinin olugmasi saglanmistir. Hazirlanan bu radikal ¢ozeltisi 2-3 giin stabil
kalabilmektedir. Bu ¢0zelti analiz esnasinda 734 nm’ de 30°C’ de 0.7 (£0.02)
absorbans verecek sekilde 0.1 M tuzlu fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.4) ile
seyreltilmistir. Mikro kiivet icersine seyreltilmis ABTS™ radikal ¢ozeltisinden 1 mL
almmig ilizerine 10 pL O6rnek veya standart eklenerek kronometre calistirilmis ve
toplam 6 dakika boyunca 30°C’ de 1’er dakika ara ile absorbans degerleri okunarak
kaydedilmistir. 3 farkli 6rnek hacminde ¢alisilarak 6rnek miktarina bagli inhibisyon

oranlar1 belirlenmistir. Yiizde inhibisyon degerleri 6rnek miktarlarina kars1 grafige
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aktarilip linear regresyon analizi uygulanmak suretiyle, 6rnege iliskin egriye ve bu

egriyi tanimlayan esitlige ulasilmistir.

Absorbanstaki azalma troloks esdegeri (TEAC) olarak hesaplanmistir. Troloks
standartlari, son konsantrasyonlart 0,625-10uM arasinda degisen miktarlarda
hazirlanmistir (Re et al., 1999; Cemeroglu, 2007). Analiz her 6rnek i¢in 3 paralel
olacak sekilde yapilmistir. Inhibisyon yiizdesi ve TEAC degeri asagidaki gibi

hesaplanmuistir:

% Inhibisyon= (A734 kontrol — A734 6rnek)/ As34 kontrol x 100 (3.5

TEAC (mM troloks/ g drnek)=(Ornege ait inhibisyon egrisinin egimi/Troloks standart

egrisinin egimi) x Seyreltme Faktorii (3.6)
3.2.6.3.2. DPPH serbest radikalleri giderme yontemi ile antioksidan aktivite
tayini

Serbest radikalleri tutma prensibine bagli olarak belirlenen antiradikal aktivitesi 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) yontemi kullanilarak  belirlenmistir.  Peptit
fraksiyonlar1 % 1 oraninda Triton X-100 iceren 0.1 M tuzlu fosfat tampon ¢ozeltisi
(pH 7.0) igersinde ¢oziilmiistir. DPPH, 100 puM oraninda metanol igersinde
hazirlanmistir. 1.5 mL peptit ¢ozeltisi, 1.5 mL DPPH ¢ozeltisi ile karistirilarak
karanlik bir ortamda oda sicakliginda 30 dakika siiresince bekletilmis ve siire sonunda
¢ozeltinin 517 nm’ deki absorbansi kaydedilmistir. Kontrol olarak tuzlu fosfat tampon
¢ozeltisi kullanilmis ve ayni islemler tekrarlanmistir. % Antiradikal aktivitesi farkli

iki konsantrasyonda asagida verilen formiilden yararlanarak belirlenmistir:

% Antiradikal aktivitesi = (Kontrol absorbans1 — Ornek absorbans1 / Kontrol

absorbansi) x 100 (3.7)
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Peptit konsantrasyonlarinin % 50 inhibisyonunu saglayan miktar1 (ICsg) ise, peptit
konsantrasyonlarina kars1 antiradikal aktivite (%) degerlerinin yerlestirilmesi ile elde
edilen grafik kullanilarak hesaplanmistir ve sonuclar ICsp = mg/ml olarak verilmistir.

(Aluko and Monu, 2003, Farzamirad and Aluko, 2008).

3.2.7. HPLC metodu ile peptit profilinin belirlenmesi

Yogurtlardaki suda ¢dziinen peptitlerin ve skim milk’ in analizinde ters faz Shimadzu
LC-20 AT serisi HPLC, Zorbax 300 SB-C8 monomerik kolon (250 x 9.4 mm i.d., 6.5
um partikiil biiytikligii, 300 A° por capi, Agilent, Waldbronn, Almanya) ve Zorbax
300 SB-C3 guard kolon (9.4 x 15 mm 1i.d., 7.0 um partikiil biiytikliigii, 300 A° por
capt, Agilent, Waldbronn, Almanya) ile birlikte kullanilmistir. Liyofilize edilmis
yogurt serumlar1 2.5g/5SmL oraninda, % 0.1 trifluoroasetik asit (TFA) (% 0.1 TFA
deiyonize su) icersinde, 14.000 x g’ de 30 dk. siiresince santrifiij edilmis ve 0.45 um
caplt membran filtreden (Schleicher & Schuell GmbH, Dassel, Germany) gegirilerek
HPLC kolonuna 750 pL enjekte edilmistir. 10 dk. aralikla elde edilen fraksiyonlar
Shimadzu FRC-10A model fraksiyon kolektdr kullanilarak yaklasik 10mg/mL
oraninda Ornek elde edilecek miktarda toplanmis ve liyofilize edilmistir (Donkor et

al., 2007a).

HPLC analizinde kullanilacak mobil faz ¢ozeltileri:

(A): %0,1 (v/v) trifluoroasetik asit (TFA, yliksek saflikta) deiyonize suda
(B):%0,1(v/v) TFA (%90 v/v Asetonitril deiyonize suda)

Orneklere uygulanan gradient programi Cizelge 3.1."de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Orneklere uygulanan gradient programi

Zaman Mobil faz Deger
10 B 0

20 B 10

30 B 20

40 B 30

50 B 50

60 B 70

70 B 100
80 B 0

Peptitlerin analizinde kullanilan HPLC cihazinin 6zellikleri ve kromatografi kosullari

Cizelge 3.2.” de verilmistir.

Cizelge 3.2. HPLC cihazinin 6zellikleri ve kromatografi kosullar

HPLC

SHIMADZU, LC-20 AT (Kyoto-JAPAN)

Kolon firimi

Shimadzu, CTO-10AS, Sicaklik 20° C

Kolon Zorbax 300 SB-C8 monomerik kolon 250 x 9.4 mm i.d., 6.5 um
partikiil biytikliigii, 300 A° por ¢ap1, Agilent, Waldbronn, Almanya

Guard kolon Zorbax 300 SB-C3 guard kolon 9.4 x 15 mm i.d., 7.0 um partikiil
bliyiikligii, 300 A° por ¢api, Agilent, Waldbronn, Almanya

Pompa LC 20 AT dortli gradient pompa

Degazor Shimadzu, DGA-20A;

Dedektor 214 nm, PDA (Photo Diode Array) SPD-20A, pik safliginin kontrol

edilmesi i¢in 190-340 nm arasinda spektrum taramali, bant genisligi=
1,2 nm

Sistem kontrol

Shimadzu, CBM-20A

Mobil Faz Linear gradient; %100’den %0’ ya %0.1 TFA (suda); %0.1 TFA (%90
asetonitril suda)

Akis Hiza 3 mL/dk

Enjeksiyon 750-1000 pL

Basing 100-110 psi

Analiz siiresi 80 dk
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3.2.8. Istatistiksel degerlendirme

Denemede iizerinde durulan 6zellikler bakimindan elde edilen gézlemler faktoriyel
diizende tekrarlanan Ol¢imlii varyans analizi teknigi ile SPSS 17.0 programi
kullanilarak analiz edilmistir (Repeated measurement ANOVA). Denemede yogurt
tipi faktoriiniin geleneksel ve ticari olmak {izere 2 seviyesi, zaman faktoriiniin de 1.
giin, 1. hafta, 2. hafta, 3. hafta ve 4. hafta olmak {izere 5 seviyesi mevcuttur.
Tekrarlanan oOl¢iimler zaman faktoriiniin seviyelerinde gerceklestirilmistir. Grup
ortalamalar1 arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Tukey testi kullanilmistir. Her
bir denemede elde edilen rakamlarda 6zellikler arasindaki dogrusal iligkinin varligi
korelasyon katsayilar1 hesaplanarak irdelenmistir. Ayrica denemede kimyasal
ozellikler bakimindan elde edilen degerler her bir zaman faktorii icin ayr bir sekilde
kiimeleme (Cluster) analizine tabi tutularak her bir yogurt 6rneginin adim adim
birbirine en ¢ok benzeyenden baslayarak kiimelemesi dendrogram yardimiyla
gosterilmistir. Bu analiz neticesinde elde edilen dendrogram yardimiyla (ve
mikrobiyolojik kriterler géz Oniine alinarak) birbirine en az benzeyen 4 adet yogurt
ornegi secilmis HPLC’ de ileri fraksiyonlama analizlerine bu yogurt ornekleri

kullanilarak devam edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Fiziko-kimyasal Analizler

Boliim 3.1." de gosterildigi sekilde kodlanan ve depolama islemi gergeklestirilen

yogurt orneklerinin fiziko-kimyasal analizleri 3.2.2.”de belirtildigi sekilde yapilmuistir.

4.1.1.Yogurtlarin kurumadde degerleri

Yogurdun kalitesi, kivami, bilesimi, dayanma siiresi ve besin degeri iizerine etkili
olan en 6nemli faktorlerin basinda kurumadde gelmektedir. Iyi kalitede bir yogurdun,

toplam kurumaddesinin %15.5-16.0 oldugu bildirilmistir (Yaygin, 1999).

Yogurt orneklerinin % kurumadde miktarlari, en yiiksek ve en diisiik degerleri
Cizelge 4.1." de, ortalama degerlerine gore geleneksel ve ticari yogurt o6rneklerinin

karsilagtirmalari ise Sekil 4.1.” de sunulmustur.
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Sekil 4.1. Yogurt 6rneklerinin % kurumadde degerlerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.1.’de goriildiigii gibi, ticari kiiltiirle iiretilen yogurt drneklerinin kurumadde
degerleri yiiksek, geleneksel yontemle iiretilen yogurt Orneklerinin kurumadde
degerleri ise daha diisiiktiir. Bu farklilik geleneksel ev tipi yogurtlarda kaynatma
disinda herhangi bir kurumadde arttiriminin yapilmamasindan ve siit yaginin belli bir

kisminin alinmasindan kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.1. Yogurtlarin kurumadde igerikleri

Yogurt 1. giin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
Y1 12.23+0.00 12.20+0.35 11.77+0.07 11.75+0.10 11.72+0.21
Y2 9.44+0.02 9.60+0.09 9.74+0.03 9.05+0.31 8.91+0.34
Y3 10.77+0.02 10.40+0.02 10.04+0.03 10.00+0.17 10.28+0.02
Y4 10.73+0.06 10.41+0.05 9.64+0.02 9.67+0.03 9.82+0.03
Y5 12.52+0.03 12.63+0.13 12.81+0.07 11.03+£0.12 12.89+0.07
Y6 11.65+0.46 11.54+0.09 11.42+0.07 10.97+0.07 11.46+0.22
Y7 11.28+0.04 11.18+0.05 11.66+0.97 10.63+0.07 11.22+0.15
Y8 10.51+0.06 10.42+0.03 10.12+0.33 10.46+0.14 10.25+0.07
Y9 12.44+0.02 12.35+0.01 12.04+0.57 12.33+0.01 11.92+0.02
Y10 11.35+0.08 11.12+0.03 11.07+0.03 11.04+0.13 11.02+0.03
Y11 11.22+0.44 10.89+0.15 11.25+0.22 11.28+0.36 11.42+0.11
Y12 10.78+0.09 11.79+0.05 11.35+0.15 11.77+0.10 11.09+0.07
Y13 11.28+0.04 11.60+0.26 11.43+0.18 11.29+0.04 11.22+0.06
Y14 11.66+0.15 11.70+0.00 11.92+0.06 11.75+0.16 11.80+0.00
Y15 11.49+0.08 11.42+0.04 11.42+0.13 11.41+0.32 11.28+0.04
TY1 16.53+0.06 16.53+0.05 15.54+0.08 16.20+0.00 16.54+0.02
TY?2 16.25+0.05 16.54+0.00 15.91+0.04 16.39+0.01 16.87+0.00
TY3 15.60+0.06 15.61=0.41 15.51£0.10 16.66+0.27 15.32+0.04
En yiiksek | 16.53+£0.06 16.54+0.00 15.91+0.04 16.66+0.27 16.87+0.00
En diisiik 9.44+0.02 9.60+0.09 9.64+0.02 9.05+0.31 8.91+0.34
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Yapilan varyans analizi sonucunda, geleneksel ve ticari yogurtlarin % kurumadde
degerlerinin birbirlerinden onemli derecede farkli oldugu goriilmiistir (p<0.01).
Yogurtlarin 4 haftalik depolama siiresince % kurumadde degerlerindeki degisim ise
istatistik olarak dnemsiz bulunmustur (p>0.05). Varyans analizi sonuglar1 ve Tukey

coklu karsilastirma testinin sonuglar1 Cizelge 4.2.’de sunulmustur.

Cizelge 4.2. Kurumadde miktarlarina ait Tukey ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Yogurt % Kurumadde degerleri

Ornekleri 1.GUN 1.HAFTA 2.HAFTA 3.HAFTA 4 HAFTA

Geleneksel | 11.290+0.198aB* | 11.283+0.207aB | 11.179+0.221aB | 10.963+0.213aB | 11.087+0.243aB

Ticari 16.130+£0.442aA | 16.234+0.463aA | 15.659+0.494bA | 16.417+£0.477aA | 16.250+£0.544aA

*Yogurt tipi arasindaki farklilik biiyiik harfle, zamanlar arasindaki farklilik kii¢iik harfle gosterilmistir.
Aynt harfle isaretlenmis olan ortalamalar istatistik olarak birbiri ile aynidir (p>0.05).

Hisoglu (2007), yaptig1 calismada Agr ilindeki bakkal ve marketlerde satisa sunulan,
evlerde, mandiralarda ve modern isletmelerde iiretilen yogurtlarin mikrobiyolojik ve
kimyasal kalitesini aragtirmistir. Bu calismada evlerde iiretilen yogurt numunelerinde
kurumadde miktarlarinin %11.09-19.10 arasinda, mandiralarda iiretilenlerde %10.37-
19.10 arasinda ve modern isletmelerde iiretilen yogurt numunelerinde ise kurumadde

miktarlarinin %12.90-20.10 arasinda degistigini tespit etmistir.

Herdem (2006), farkli yorelerden toplanan ve geleneksel yontemle {iretilen 50 adet
yogurt numunesinin kimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal 6zelliklerinin belirledigi
calismada yogurt Orneklerinin %42’ sinin kurumadde degerlerinin standarda
uymadigmi, sadece %10’ unun “iyi yogurt” tanimlamasina dahil edilebilecegini
belirtmistir. Farkli illerinden toplanan yogurt Orneklerinin ortalama kurumadde

degerleri %9.25-15.07 arasinda degismistir.
Geleneksel yogurtlarin kurumadde degerleri Tiirkoglu vd. (2003) tarafindan elde

edilen degerlerle benzerlik gostermekte iken (%9.30-13.03), Oz (1990) tarafindan
elde edilen degerlerle arasinda farkliliklar bulunmaktadir (% 10.47-18.83).
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4.1.2. Yogurtlarn titrasyon asitlik degerleri

Titrasyon asitlik degeri, yogurdun tat ve aromast ile ilgili bir kalite kriteridir. Iyi bir
yogurt aromasi i¢in bu degerin belirli bir diizeyde olmasi gerekmektedir. Ayrica
yogurdun tliketilebilme  Ozelligini  kaybetmeden  saklanabilecegi  siirenin
belirlenmesinde de son derece etkili bir faktordiir (Herdem, 2006). Kokusmaya ve
clirimeye neden olan bakterilerin gelismesini engelleyerek yogurda dayaniklilik
kazandirmaktadir. Ancak asitligin asir1  gelismesi yogurda 0zgli aromanin

maskelenmesine neden olabilmektedir (Tiirkoglu vd., 2003).

Yogurt drneklerinin titrasyon asitlik (% l.a. cinsinden) miktarlari, en yiiksek ve en
diistik degerleri Cizelge 4.3.’de, ortalama degerlerine gore geleneksel ve ticari yogurt

orneklerinin kargilastirmalar ise Sekil 4.2.” de sunulmustur.
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Sekil 4.2. Yogurt 6rneklerinin titrasyon asitligi degerlerinin karsilastirilmasi

Yapilan varyans analizi sonucunda, geleneksel ve ticari yogurtlarin birbirlerinden
istatistik olarak farkli olmadigi belirlenmistir (p>0.05). Yogurtlarin 4 haftalik
depolama siiresince titrasyon asitlik degerlerinde ilk haftada meydana gelen degisim
onemli bulunurken (p<0.01), depolama siiresince degisim olmamistir. Varyans analizi
sonuclart ve Tukey c¢oklu Kkarsilastirma testinin sonuglar1i Cizelge 4.4.° de

sunulmustur.
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Cizelge 4.3. Yogurt 6rneklerinin titrasyon asitligi degerleri (% laktik asit
g g y gl deg

Yogurt 1. glin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta

Y1 1.36+0.01 1.61+0.00 1.65+0.01 1.63+0.02 1.64+0.02
Y2 0.98+0.02 1.26+0.00 1.28+0.02 1.30+0.00 1.24+0.02
Y3 1.04+0.00 1.39+0.00 1.50+0.00 1.49+0.00 1.45+0.01
Y4 1.26+0.00 1.46+0.01 1.54+0.00 1.59+0.01 1.60£0.00
Y5 1.41£0.01 1.92+0.01 1.85+0.00 1.89+0.02 2.04+0.00
Y6 1.20+0.00 1.16+0.00 1.23+0.01 1.21£0.00 1.31£0.00
Y7 1.20+0.00 1.22+0.02 1.23+0.01 1.23+0.00 1.31+0.01
Y8 1.31+0.00 1.35+0.00 1.34+0.01 1.36+0.01 1.42+0.01
Y9 0.87+0.01 0.90+0.01 0.92+0.02 0.91+0.02 0.93+0.01
Y10 0.91+0.01 0.90+0.02 1.13+0.00 1.02+0.00 1.05+0.02
Y11 0.91+0.02 0.90+0.00 1.22+0.01 1.04=0.01 1.07£0.00
Y12 0.84+0.03 0.90+0.01 0.93+0.01 0.92+0.02 0.94+0.01
Y13 1.41£0.00 1.45+0.00 1.49+0.02 1.55+0.01 1.51+0.01
Y14 1.05£0.00 1.08+0.01 1.17+0.01 1.22+0.01 1.13+0.02
Y15 1.08+0.01 1.13+0.03 1.18+0.01 1.18+0.01 1.10£0.01
TY1 1.05+0.01 1.10£0.02 1.200.02 1.19+0.00 1.17+0.03
TY2 1.10+0.00 1.26+0.00 1.23+0.00 1.31+0.01 1.28+0.00
TY3 1.01£0.02 1.13+£0.01 1.20+0.00 1.17+0.01 1.14+0.01
En yiiksek | 1.41£0.01 1.9240.01 1.85+0.00 1.89+0.02 2.04+0.00
En diistik 0.84+0.03 0.90+0.00 0.92+0.02 0.91+0.02 0.93+0.01

Cizelge 4.4. Titrasyon asitligi degerlerine ait Tukey ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Yogurt Titrasyon asitligi (% laktik asit)
Ornekleri 1.GUN 1.HAFTA 2.HAFTA 3.HAFTA 4 HAFTA
Geleneksel | 1.122+0.048bA* | 1.242+0.072aA | 1.311+0.062aA | 1.303£0.069aA | 1.316+0.073aA

Ticari 1.053+0.108bA | 1.163+0.161aA 1.210+0.138aA 1.223+0.153aA 1.197+0.164aA

*Yogurt tipi arasindaki farklilik biiyiik harfle, zamanlar arasindaki farklilik kiigiik harfle gdsterilmistir.
Aynt harfle isaretlenmis olan ortalamalar istatistik olarak birbiri ile aynidir (p>0.05).
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TGK Fermente Siitler Tebligi (Anonim, 2009)’nde yogurdun titrasyon asitlik
degerinin laktik asit (l.a.) olarak agirlikca 0.60-1.50 olmas1 gerektigi belirtilmistir.
Cizelge 4.3 te gorildiigii gibi yogurtlarin bir kismi titrasyon asitlik degerleri
yoniinden teblige uygun bulunmamistir. TSE TS 1330 Yogurt Standardi (Anonim,
1999a)’nda ise titrasyon asitlik degerinin % 0.8-1.6 l.a. arasinda olmasi gerektigi
belirtilmektedir. Buna goére Y1 ve Y5 yogurdu disindaki yogurtlar titrasyon asitlik
degeri acisindan standarda uygun bulunmustur. Ticari yogurtlarin % titrasyon asitlik
sonuclart TGK Fermente Siitler Tebligi (Anonim, 2009) ve TSE TS 1330 Yogurt

Standardi (Anonim,1999a)’ na uygun bulunmustur.

Hisoglu (2007), evlerde iiretilen yogurtlarin titrasyon asitlik degerini en az %0.67 lL.a.,
en ¢ok %1.81 l.a. ve ortalama %1.24 l.a. olarak, mandiralarda {iretilen yogurtlarin
titrasyon asitlik degerini en az %0.77 l.a., en ¢ok %1.9 l.a. ve ortalama %1.39 La.
olarak, modern isletmelerde iiretilen yogurtlarin titrasyon asitlik degerini ise en az

%0.70 l.a., en ¢cok %1.84 l.a. ve ortalama %1.28 l.a. olarak tespit etmistir.

Geleneksel yogurtlarin titrasyon asitlik degerlerini Tiirkoglu vd. (2003) ortalama %
1.25 ve Dayisoylu (1992) ort. % 1.26 olarak belirlemislerdir. Sonuclar bu ¢aligmadaki
degerlerle benzerlik gdstermekte iken Oz (1990) ve Yazict (1991) tarafindan elde
edilen degerler sirasiyla %1.44 ve %1.40 olarak tespit edilmistir.

Yogurt orneklerinin asitlik degerinin standartta istenen degerlerden daha yiiksek
olmasinin nedeni geleneksel yogurtlarda maya olarak bir énceki giiniin yogurdunun
kullanilmasidir. Ayrica maya miktari, mayanin asitlii, inkiibasyon sicakligi ve
stiresi, yogurdun uygun bir sekilde sogutulmamasi, inkiibasyondan sonra muhafaza

sicakliginin yiiksek olmas asitligi etkileyen faktorlerdir.

4.1.3. Yogurtlarin pH degerleri

pH oOl¢iimii ile serbest hidrojen iyonu konsantrasyonu, titrasyon asitligi tayini ile

toplam organik asit miktar1 dl¢lilmektedir. Her iki 6l¢iim de yogurt fermentasyonunda
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onemlidir, ¢linkli yogurt iiretiminde asit olusumu en 6nemli mekanizmadir (Zainoldin

and Baba, 2010).

Yogurt 6rneklerinin pH 6l¢iim sonuglari, en yliksek ve en diisiik pH degerleri Cizelge
4.5 te, ortalama degerlerine gore geleneksel ve ticari yogurt Orneklerinin

karsilagtirmalar1 Sekil 4.3.” te sunulmustur.
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Sekil 4.3. Yogurt 6rneklerinin pH degerlerinin karsilastirilmasi

Yapilan varyans analizi sonucunda, geleneksel ve ticari yogurtlarin pH degerlerinin
birbirlerinden 6nemli derecede farkli oldugu goriilmiistiir (p<0.01). Ayrica 4 haftalik
depolama siiresince yogurtlarin pH degerlerindeki degisim de 6nemli bulunmustur.
(p<0.01). Varyans analizi sonuglar1 ve Tukey ¢oklu karsilastirma testinin sonuglari

Cizelge 4.6." da sunulmustur.

Yogurt 6rneklerinin pH degeri agisindan goriilen farkliliklar: titrasyon asitligi (4.1.2)
boliimiinde de belirtildigi gibi iiretim agamasindaki farkliliklardan ve kullanilan

mayanin 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir.

Geleneksel olarak iiretilen yogurtlarin pH degerleri Herdem (2006)’ in farkli
yorelerden topladigi geleneksel yolla iiretilen yogurt 6rneklerinin pH degerleri (3.72-
4.67) ile benzerlik gostermektedir. Bu benzerlik 6zellikle Isparta, Konya, Mersin,
Sivas ve Urfa illerinden elde ettikleri yogurtlarda ¢cok daha yiiksektir.
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Cizelge 4.5. Yogurtlarin pH degerleri

Yogurt 1. giin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
Y1 3.85 3.76 3.70 3.63 3.73
Y2 3.96 3.75 3.75 3.67 3.78
Y3 3.93 3.58 3.58 3.53 3.59
Y4 3.74 3.62 3.62 3.62 3.62
Y5 3.74 3.64 3.70 3.65 3.72
Y6 3.94 3.86 3.83 3.86 3.73
Y7 3.94 3.99 3.94 3.96 3.81
Y8 3.76 3.81 3.79 3.79 3.68
Y9 4.27 4.23 4.16 4.22 4.07
Y10 420 4.13 4.06 4.09 3.97
Y11 4.20 4.10 4.04 4.05 391
Y12 4.11 4.01 4.00 4.01 3.89
Y13 3.90 3.80 3.78 3.77 3.83
Y14 4.06 3.98 3.97 3.96 4.05
Y15 3.98 3.93 391 391 4.00
TY1 4.41 4.30 4.20 4.24 4.26
TY?2 4.40 420 429 423 427
TY3 4.43 424 425 423 431
En yiiksek | 4.43 4.30 4.29 4.24 431
En diisiik 3.74 3.58 3.58 3.53 3.59

Cizelge 4.6. pH degerlerine ait Tukey ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Yogurt pH degerleri

Ornekleri 1.GUN 1.HAFTA 2. HAFTA 3.HAFTA 4 HAFTA
Geleneksel | 3.972+0.041aB* | 3.879+0.047cB | 3.855+0.042bB | 3.848+0.049bB | 3.825+0.037bB
Ticari 4.41340.091aA | 4.247+0.106cA | 4.2474£0.093bA | 4.233+0.109bA | 4.280+0.082bA

*Yogurt tipi arasindaki farklilik biiyiik harfle, zamanlar arasindaki farklilik kiigiik harfle gdsterilmistir.
Ayni harfle isaretlenmis olan ortalamalar istatistik olarak birbiri ile aynidir (p>0.05).
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Geleneksel yogurtlarin pH degerleri, Tiirkoglu vd. (2003) tarafindan elde edilen
degerlerden yiiksek (ort. pH 3.68), Oz (1990) tarafindan elde edilen degerlerden (ort.
pH 4,09) diistiktiir.

Depolama siiresince yogurt Orneklerinin laktik asit icerigi arttikca pH degerleri
azalmistir. Akalin et al. (2004), depolama sirasinda pH’ da kiigiik bir diisiislin bile
canlilig: etkiledigini belirtmistir. Shah (2000), Lb. acidophilus ve Bf. bifidum igeren
ticari probiyotik yogurtlarda pH’ da benzer sekilde diisiis gozlemis fakat asitlikteki bu
artisgin Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ve S.thermophilus’ un gelisimine bagh
oldugunu belirtmistir. Yapilan calismalar yogurt bakterilerinin depolama stiresince
canliliklarin1 devam ettirdiklerini gostermektedir (Rohm et al., 1990; Akalin et al.,

2004; Donkor, 2007).

Yogurtta istenen kalitenin saglanmasinda inkiibasyona son verme aninin dogru olarak
saptanmasit ¢ok onemlidir. Ulkemizde geleneksel yogurtlarin fermentasyon
stirelerinin bitimine kimi zaman gozle kontrol edilerek, kimi zaman da belirli siirenin
dolmasi beklenerek karar verildigi bilinmektedir. Bunun dogal sonucu olarak {iretilen
yogurtlarin kalite 6zelliklerinde belirgin bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir (Atamer ve

Sezgin, 1987).

4.1.4. Yogurtlarin yag ve kurumaddede % yag degerleri

Yogurt kurumaddesinde en 6nemli bilesenlerden olan yag, yogurdun tat ve aromasini
tyilestirir, besleyicilik degerini arttirir ve vizkozitesi iizerine etki ederek yapiy1

diizeltir. Yogurtta yag orani arttik¢a vizkozite de artmaktadir (Yaygin, 1999).

Yogurt 6rneklerinin yag miktarlari, en yiiksek ve en diisiik degerleri Cizelge 4.7.’de,
ortalama degerlerine gore geleneksel ve ticari yogurt 6rneklerinin karsilagtirmalart ise
Sekil 4.4.’de sunulmustur. Geleneksel yogurt 6rneklerinde homojenizasyon islemi
yapilmadigi i¢in kaymak tabakasinin dagilimi 6rnekler arasinda esit olmamistir. Bu
nedenle Cizelge 4.7.’de goriildiigii gibi baz1 yogurt 6rneklerinde depolama sirasinda

yag degerlerinde degiskenlikler goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Yogurt 6rneklerinin % yag degerlerinin karsilastirilmasi

Cizelge 4.7. Yogurtlarin % yag degerleri

Yogurt 1. giin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta

Y1 4.00+0.00 4.00+0.14 4.00+0.00 4.00+0.14 4.00+0.00
Y2 1.80+0.00 1.80+0.28 1.80+0.28 1.80+0.00 1.80+0.00
Y3 3.00+0.00 3.00+0.28 3.00+0.00 3.30+0.14 3.40+0.00
Y4 2.40+0.00 2.40+0.00 2.00+0.00 2.40+0.00 2.80+0.00
Y5 4.00+0.70 3.60+0.00 3.20+0.00 3.00+0.00 4.00+0.14
Y6 2.40+0.00 3.60+0.00 3.40+0.07 3.40+0.07 3.60+0.00
Y7 3.00+0.14 3.00+0.00 2.80+0.00 3.20+0.07 3.00+0.07
Y8 2.60+0.00 2.40+0.00 2.40+0.00 3.00+0.07 3.00+0.00
Y9 3.20+0.00 3.40+0.00 3.30+0.07 3.30+0.07 3.00£0.07
Y10 3.00+0.00 2.40+0.00 2.80£0.07 3.00+0.07 2.40+0.00
Y11 3.40+0.14 3.00+0.07 3.20+0.00 3.20+0.00 3.20+0.00
Y12 3.60+0.00 3.90+0.07 3.40+0.00 4.00+0.07 3.0020.00
Y13 1.50+0.14 1.80+0.00 1.60+0.00 1.70+0.07 1.70£0.07
Y14 2.70+0.14 2.70+0.00 2.80+0.14 2.80+0.00 2.80+0.00
Y15 3.00£0.00 3.00£0.00 3.00£0.07 3.00+0.00 3.00£0.07
TY1 3.60=0.00 3.80+0.02 4.00£0.00 3.85+0.21 3.80-0.00
TY2 3.50+0.14 3.25+0.14 3.30+0.14 3.35+0.07 3.30+0.14
TY3 3.85+0.21 3.90+0.14 3.90+0.14 3.90+0.14 3.90+0.14
En yiiksek | 4.00+0.70 4.00+0.14 4.00+0.00 4.00+0.14 4.00+0.14
En diisiik 1.50+0.14 1.80+0.00 1.60+0.00 1.70+0.07 1.70+0.07
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Hisoglu (2007), evlerde iiretilen yogurt numunelerinde yag miktarlarint % 1.60-4.90
arasinda; mandiralarda iiretilen yogurt numunelerinde yag miktarlarini % 2.40-3.80
arasinda ve modern isletmelerde iiretilen yogurt numunelerinde yag miktarlarmi %

2.80-4.70 arasinda tespit etmistir.

Geleneksel yogurtlarin % yag degerleri, Yazict (1991) tarafindan elde edilen
degerlerden (ort. %?2.51) yiiksek, Tiirkoglu vd. (2003) tarafindan elde edilen
degerlerle (ort. %2.93) benzer ve Oz (1990) tarafindan elde edilen degerlerden (ort.
%3.84) diisiik bulunmustur.

Ticari kiiltiirle iiretilen yogurt 6rneklerinin yag degerleri geleneksel yontemle iiretilen
yogurt orneklerinin yag degerlerinden daha yiiksek goriinse de (Sekil 4.4.) yapilan
varyans analizi sonucunda, yogurt 6rnekleri arasinda ve 4 haftalik depolama siiresince
(Cizelge 4.8.) yag degerlerindeki degisim istatistik olarak Onemsiz bulunmustur

(p>0.05).

Cizelge 4.8. % Yag degerlerine ait Tukey ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Yogurt % Yag degerleri

Ornekleri 1.GUN 1.HAFTA 2.HAFTA 3.HAFTA 4 HAFTA
Geleneksel | 2.907+0.173aA* | 2.933+0.170aA | 2.847+0.162aA | 3.007£0.160aA | 2.980+0.162aA
Ticari 3.650+0.386aA | 3.650+0.380aA | 3.733+0.362aA | 3.700+0.357aA | 3.667+0.363aA

*Yogurt tipi arasindaki farklilik biiyiik harfle, zamanlar arasindaki farklilik kiigiik harfle gosterilmistir.
Ayni harfle isaretlenmis olan ortalamalar istatistik olarak birbiri ile aynidir (p>0.05).

Yogurt orneklerinin kurumaddede yag miktarlari, en yiikksek ve en diisiik degerleri
Cizelge 4.9.°da, ortalama degerlerine gore geleneksel ve ticari yogurt 6rneklerinin
karsilagtirmalar1 Sekil 4.5.te sunulmustur. Yapilan varyans analizi sonucunda
geleneksel ve ticari yogurt Ornekleri arasinda ve 4 haftalik depolama siiresince
kurumaddede yag degerlerindeki degisim istatistik olarak Onemsiz bulunmustur

(p>0.05).
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Sekil 4.5. Yogurt 6rneklerinin kurumaddede % yag degerlerinin karsilagtirilmasi

KM de % yag

5 8 b8
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Cizelge 4.9. Yogurtlarin kurumaddede % yag degerleri

Yogurt | 1. giin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
Y1 32.71 32.79 33.98 34.04 34.12
Y2 19.07 22.92 18.48 19.89 20.20
Y3 27.86 28.85 29.88 33.00 33.07
Y4 22.37 23.05 20.75 2481 28.51
Y5 31.95 28.50 24.98 27.20 31.03
Y6 20.60 31.19 29.77 30.99 31.41
Y7 26.60 26.83 24.01 30.10 26.74
Y8 24.74 23.03 23.71 28.68 29.26
Y9 25.72 2753 27.41 26.76 25.17
Y10 26.43 21.58 25.29 27.17 21.78
Y11 30.30 27.55 28.44 28.37 28.02
Y12 33.40 33.08 29.96 33.98 27.05
Y13 13.30 15.51 14.00 15.06 15.15
Y14 23.16 23.09 23.47 23.83 23.73
Y15 26.11 2627 26.26 26.29 26.59
TY1 21.77 22.98 25.74 23.76 22.97
TY?2 21.53 19.66 20.74 20.43 19.56
TY3 24.67 23.59 25.14 23.40 25.45
Enyiiksek | 33.40 33.08 33.98 34.04 34.12
En diisiik 13.30 15.51 14.00 15.06 15.15
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Cizelge 4.10. Kurumaddede % yag degerlerine ait Tukey ¢oklu karsilagtirma test

sonugclari
Yogurt KM’ de % yag degerleri
Ornekleri 1.GUN 1.HAFTA 2.HAFTA 3.HAFTA 4 HAFTA

Geleneksel | 25.621£1.328aA* | 26.118+1.159aA | 25.360+1.243aA | 27.343+1.255aA | 26.789+1.253aA

Ticari 22.663+£2.969aA | 22.370+£2.591aA | 23.867+2.779aA | 22.5374+2.806aA | 22.657+2.802aA

*Yogurt tipi arasindaki farklilik biiyiik harfle, zamanlar arasindaki farklilik kiigiik harfle gosterilmistir.
Ayni harfle isaretlenmis olan ortalamalar istatistik olarak birbiri ile aynidir (p>0.05).

4.1.5. Yogurtlarin Kjeldahl yontemi ile protein degerleri

Protein miktari, yogurdun besleyici degeri lizerinde 6nemli bir rol oynamakla birlikte
yogurdun yapis1 lizerinde de biiyiik bir etkiye sahiptir. Protein orani yiiksek siitlerle
yapilan yogurtlarda kivam artar, serum ayrilmasi azalir. Siitin kurumadde oraninin

arttirilmasi temel olarak protein oraninin arttirilmasi esasina dayanir (Herdem, 2006).

Yogurt Orneklerinin % protein miktarlari, en yiiksek, en diisiik degerleri Cizelge
4.11.’de, ortalama degerlerine gore geleneksel ve ticari yogurt Orneklerinin
karsilastirmalari ise Sekil 4.6.’da sunulmustur. Sekilde gorildiigii gibi, ticari kiiltiirle
tiretilen yogurt 6rneklerinin % protein miktarlar1 daha yiiksek, geleneksel yontemle

tiretilen yogurt drneklerinin % protein miktarlari ise daha diistiktiir.

§ " @ 1gin
‘E B 1.haftal
£ 34 O 2.haftal
E O 3.haftal
* 21 m 4.haftal

1 4
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Geleneksel Ticari
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Sekil 4.6. Yogurt 6rneklerinin % protein degerlerinin karsilastirilmasi
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Cizelge 4.11. Yogurtlarin % protein degerleri

Yogurt 1. glin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta

Yl 4037£0.05 | 3.791£0.04 | 3.556£0.03 | 3.53740.02 | 3.502:0.03
Y2 2063£0.01 | 2.834£0.05 | 2.82240.03 | 2.82240.03 | 2.858£0.04
Y3 3.36040.06 | 3.035£0.05 | 3.035£0.04 | 2.947+0.04 | 3.005:0.05
Y4 3468£0.05 | 3.415£0.00 | 3.40260.00 | 32258004 | 3.142:0.05
Y3 4.044£0.04 | 4.068£0.01 | 4.068£0.00 | 4.040£0.05 | 3.979:0.06
Y6 4466£0.03 | 4297+0.03 | 4421001 | 43784005 | 4378+0.06
Y7 3.74940.04 | 3.714£0.03 | 37284002 | 37284007 | 3.716:0.00
Y8 37356004 | 3.726£0.03 | 3.728£0.03 | 3.706:008 | 3.67120.01
Y9 4090£0.07 | 4070£0.04 | 4.028£0.04 | 4015£0.00 | 3.98940.02
Y10 3.50260.06 | 3.59060.04 | 3.48740.00 | 3.487:0.05 | 3.445:0.03
Yl 32724005 | 32258005 | 32724001 | 3.269:0.00 | 3.329:0.08
Y12 3.40240.05 | 3.3940.05 | 3.35940.01 | 3.468+0.01 | 3.728+0.05
Y13 401950.04 | 3.97940.06 | 3.97940.02 | 3.998:0.03 | 3.828+0.05
Y14 425740.04 | 42494006 | 3.891£0.02 | 3.67740.03 | 3.677:0.04
Y15 36732001 | 3.673£0.04 | 3.537420.03 | 3.454£0.04 | 3.441+0.03
Yl 5.01060.03 | 4961£0.03 | 4961003 | 4961:0.02 | 4.898£0.02
Y2 5.000:0.02 | 499040.04 | 49614003 | 4960:0.00 | 4.890+0.02
Y3 50105001 | 499040.04 | 4960£0.03 | 4.96040.03 | 4.898+0.04
Enyiksek | 5010003 | 499000.04 | 49612003 | 496120.02 | 4.898+0.04
Endisik | 0632001 | 2.83410.05 | 2.822:003 | 2.82050.03 | 2.858£0.04

Yapilan varyans analizi sonucunda, geleneksel ve ticari yogurtlarin % protein
miktarlarinin birbirlerinden 6nemli derecede farkli oldugu gorilmiistiir (p<0.01).
Yogurtlarin 4 haftalik depolama siiresince % protein degerlerindeki degisim ise

istatistik olarak dnemsiz bulunmustur (p>0.05). Varyans analizi sonuglar1 ve Tukey

coklu karsilastirma testinin sonuglar1 Cizelge 4.12.” de sunulmustur.
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Cizelge 4.12. % Protein degerlerine ait Tukey ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Yogurt % Protein degerleri
Ornekleri 1.GUN 1.HAFTA 2.HAFTA 3.HAFTA 4 HAFTA
Geleneksel 3.7184+0.101aB* | 3.671+0.104aB 3.621+0.102aB 3.584+0.102aB 3.580+0.096aB

Ticari 5.007+0.226aA | 4.980+0.233aA | 4.961+£0.227aA | 4.960+0.228aA | 4.895+0.216aA

*Yogurt tipi arasindaki farklilik biilyiik harfle, zamanlar arasindaki farklilik kiiiik harfle gosterilmistir.
Ayn1 harfle isaretlenmis olan ortalamalar istatistik olarak birbiri ile aynidir (p>0.05).

TGK Fermente Siitler Tebligi’ ne gore (Anonim, 2009) yogurtlarin % protein miktari
en az % 3.00 olarak belirtilmistir. Bu acidan geleneksel ve ticari yogurt 6rneklerinin

protein degerlerinin ortalamalari (Cizelge 4.12.) teblige uymaktadir.

Elde edilen bu veriler Herdem (2006)’ in Antalya ilinden topladig1 geleneksel yogurt

orneklerinin ortalama protein degerleri (ort. % 3.66) ile benzerlik gdstermektedir.

Hisoglu (2007), evlerde, mandiralarda ve modern isletmelerde iiretilen yogurt
numunelerinde % protein miktarlarim1 sirasiyla % 3.13-5.75, % 3.17-5.38, % 3.87-
6.75 olarak tespit etmistir. Tiirkoglu vd. (2003) ise % protein miktarlarini %, 2.24-

5.44 arasinda bulmuslardir.

Cizelge 4.12. de goriildiigii gibi yogurt orneklerinin % protein miktarlarindaki
degisim istatistik olarak dnemsiz olsa da hafif bir diisiis gézlenmistir. Bu proteinlerin
hidrolizinin ¢ok diisiik oldugunu gostermektedir. Bu durum biyoaktif peptitlerin

olusumu ve saflastirilmasi agisindan 6nemlidir.
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4.2. Mikrobiyolojik Analizler

Bolim 3.1.°de gosterildigi sekilde kodlanan ve depolama islemi gergeklestirilen

yogurt 6rneklerinin mikrobiyolojik analizleri 3.2.3.’te belirtildigi sekilde yapilmistir.

4.2.1.Koliform grubu bakterilerin sayim sonuclari

Uriinde koliform bakteriler fekal bulasikligin gostergesidir. Yogurt orneklerinin
koliform grubu bakteri sayim sonuglari, en yiliksek ve en diisiik degerleri Cizelge
4.13.’te sunulmustur. Ticari yogurt Orneklerinde koliform grubu bakteri tespit

edilmedigi i¢in grafik {izerinde karsilastirma yapilmamaistir.

TGK Fermente Siitler Tebligi (Anonim, 2009) * ne gore yogurtlarda koliform grubu
bakteri sayisi en fazla 95 EMS/g ve E. coli sayis1 < 3 EMS/g olarak belirtilmistir. TS
1330 Yogurt Standardi’ na gore (Anonim, 1999a) ise yogurtlarda koliform grubu
bakteri sayisi en fazla 10 adet/g olarak belirtilmig, E. coli’ nin ise bulunmamasi
gerektigi ifade edilmistir. Buna gore geleneksel yogurt drneklerinin 5 tanesi harig
(Y10, Y11, Y13, Y14, Y15) digerleri standardin ¢ok iizerinde koliform grubu bakteri
icermektedir. Koliform grubu bakteri igeren yogurt 6rneklerinin hepsinde E. coli’ de
bulunmaktadir. Yapilan varyans analizi sonucunda ticari yogurt Orneklerinde
koliform grubu bakteri tespit edilmedigi i¢in yogurt Ornekleri arasindaki farklilik
istatistik olarak onemli (p<0.01), 4 haftalik depolama siirecindeki degisim ise
onemsiz (p>0.05) bulunmustur. Geleneksel yogurt drneklerinde pH degerinin diigiik
olmasma karsin depolama siiresince koliform grubu bakteriler iizerine etkisi

olmamustir.
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Cizelge 4.13. Yogurtlarin koliform grubu bakteri sayim sonuglari

(log kob¢/g)

Yogurt 1. giin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
Y1

3.00+0.33 6.82+0.01 7.20+0.17 6.65+0.04 6.70+0.12
Y2+

4.77+0.16 6.20+0.05 6.86+0.01 6.30+£0.24 6.30+0.24
Y3

6.48+0.07 7.26+0.08 6.824+0.11 6.87+0.05 6.934+0.15
Y4

6.00+0.24 7.11+0.17 6.43+0.12 6.75+0.09 6.62+0.34
Y5

6.48+0.07 7.13+£0.08 6.75+0.08 6.71+0.06 6.95+0.08
Y6

7.37+£0.17 6.79+0.18 7.07+£0.27 6.73+0.21 6.62+0.13
Y7

6.68+0.31 5.58+0.09 5.93+0.34 5.26+0.07 4.92+0.27
Y8

7.26+0.07 7.00+£0.24 7.54+0.06 6.65+0.12 6.67+0.08
Y9

5.62+0.07 4.30+0.43 5.21+0.15 5.27+0.03 5.74+0.12
Y10

<10* <10* <10* <10* <10*
Y11

<10* <10* <10* <10* <10*
Y12

5.12+0.17 5.98+0.15 5.97+0.02 5.40+0.05 5.37+0.08
Y13

<10* <10* <10* <10* <10*
Y14

<10* <10* <10* <10* <10*
Y15

<10* <10* <10* <10* <10*
TY1

<10* <10* <10* <10* <10*
TY2

<10* <10* <10* <10* <10*
TY3

<10%* <10* <10%* <10%* <10*
Enyiksek | 370017 7.26:0.08 7.54+0.06 6.87+0.05 6.95+0.08
Endisik | _; . <10% <10% <10% <10%

* Bu plaklarda tireme gozlenmemis ve ortalama hesaplanirken degerleri sifir olarak alinmigtir.

Hisoglu (2007), inceledigi toplam 260 adet yogurt numunesinin tamaminin koliform
grubu bakteri ve E. coli sayis1 yoniinden TGK Fermente Siitler Tebligi (Anonim,
2009)’ nde belirtilen degerlere uygun oldugunu belirtmistir. TSE TS 1330 Yogurt
Standardi (Anonim, 1999a)’ na gore E. coli sayis1 yoniinden incelenen numunelerin
evlerde, %14.95’s1, mandiralarda 9%22.50° si uygun bulunmamistir. Modern
isletmelerde iiretilen yogurt numuneleri ise standarda gore E. coli sayis1 yoniinden

uygun bulmustur.
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Kirdar ve Giin (2001), Burdur’da tiiketime sunulan 40 adet siizme yogurt 6rneginin
kalite kriterleri lizerine yaptiklar1i arastirmada numunelerin 4’ inde E. coli
belirlendigini ve Keles (2003), Konya’da taze ev iiretimi yogurt ilizerine yaptigi
aragtirmada sadece bir numunede E. coli belirlendigini bildirmiglerdir. Atasoy vd.
(2003) inceledikleri 20 6rnekten sadece bir tanesinde 2x10° kob/g oraninda koliform
grubu bakteriye rastlamislardir. Duru ve Ozgiines (1981) ise inceledikleri yogurt
orneklerinin % 35’ inde koliform grubu bakteri bulmuslardir. Bu arastirmada elde
edilen bulgularla arastirmacilarin bulgular1 arasinda kismen benzerlik bulunmakla

birlikte, E. coli sayis1 literatiirdeki verilerden daha yiiksek oranda tespit edilmistir.

Cizelge 4.14. Koliform grubu bakteri sayimina ait Tukey coklu karsilastirma test

sonuglari
Yogurt Koliform grubu bakteri (log kob,(/g)
Ornekleri 1.GUN 1.HAFTA 2.HAFTA 3. HAFTA 4 HAFTA

Geleneksel 3.919+0.738aA* | 4.278+0.777aA 4.385+0.787aA 4.173+0.749aA 4.188+0.753aA

Ticari <10aB <10aB <10aB <10aB <10aB

*Yogurt tipi arasindaki farklilik biiyiik harfle, zamanlar arasindaki farklilik kiiglik harfle gosterilmistir.
Ayni harfle isaretlenmis olan ortalamalar istatistik olarak birbiri ile aynidir (p>0.05).
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4.2.2. Maya-kiif sayim sonug¢lar:

Maya-kiif sayisi, yogurdun mikrobiyolojik kalitesini belirlemede en Onemli
kriterlerden biridir. Yiiksek sayida maya-kiif icerigi, iiretim sirasinda hijyenik
kosullara 6zen gosterilmediginin ve {retimden sonra yeteri derecede soguk
ortamlarda muhafaza yapilmadiginin gostergesidir. Bu mikroorganizmalar yiiksek
proteolitik ve lipolitik faaliyetlerinden dolay1 yogurtlarda istenmeyen tat ve aroma

olusumuna neden olabilirler (Herdem, 2006).

Yogurt orneklerinin maya-kiif sayim sonuglari, en yiiksek ve en diisilk degerleri

Cizelge 4.15.’te sunulmusgtur.

Ticari yogurt oOrneklerinde maya-kiif tespit edilmedigi i¢in grafik {izerinde
karsilagtirma yapilmamistir. Yapilan varyans analizi sonucunda, geleneksel ve ticari
yogurtlarin maya-kif sayim sonuglarinin birbirlerinden farkli oldugu (p<0.05),
depolama siiresince ise maya-kiif sayim sonuglarindaki degisimin ise dnemsiz oldugu
(p>0.05) belirlenmistir. Varyans analizi sonuglar1 ve Tukey coklu karsilagtirma

testinin sonuclar1 Cizelge 4.16.’da sunulmustur.

TGK Fermente Siitler Tebligi (Anonim, 2009)’ne gore yogurtlarda bulunabilecek
maya-kiif sayist 10°-10° kob/g olarak, TSE TS 1330 Yogurt Standardi (Anonim,
1999a)’na gore ise en fazla 2 log kob/g olmalidir. Cizelge 4.16.’da goriildiigii gibi
geleneksel yogurtlardan elde edilen maya-kiif sayim sonug¢ ortalamalar1 tebligde ve

standartta izin verilen degerlerin ¢ok iistiinde ¢ikmustir.
Bu sonuglara gore geleneksel yogurtlarin mikroflorasinin  normal yogurt

mikroflorasina uymadigi, pthti olusumunda laktik asit bakterileri disinda 6zellikle

mayalar gibi bagka mikroorganizmalarin etkili oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.15. Yogurtlarin maya-kiif sayim sonuglari

(log kob¢/g)

Yogurt 1. glin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
Y1

3.00+£0.05 6.77+0.04 7.11+0.04 6.45+0.08 6.58+0.15
Y2

4.74+0.07 7.02+0.14 6.65+0.07 6.00+£0.24 6.18+0.38
Y3

6.37+0.47 7.16+0.03 6.60+0.11 6.65+0.12 6.90+0.02
Y4

5.82+0.17 6.97+0.05 6.62+0.02 6.80+0.12 6.45+0.12
Y5

6.52+0.13 7.09+0.02 6.54+0.06 6.68+0.11 6.89+0.07
Y6

7.26+0.20 6.82+0.17 7.37+£0.46 6.92+0.17 6.48+0.14
Y7

6.92+0.17 5.58+0.11 5.77+0.13 5.12+0.10 4.70+0.21
Y8

7.50+0.17 6.68+0.17 6.70+0.05 6.60+0.11 6.79+0.04
Y9

4.00+0.05 3.924+0.17 4.98+0.08 4.75+0.04 5.50+0.10
Y10

<10* <10* 3.85+0.16 4.40+0.27 5.73+0.10
Y11

<10* <10* <10* <10* <10*
Y12

4.88+0.05 4.81+0.13 5.824+0.04 6.22+0.07 5.26+0.21
Y13

3.00+0.24 2.92+0.17 2.70+£0.12 4.02+0.06 4.994+0.07
Y14

<10* <10* <10* 2.70+0.05 2.82+0.17
Y15

<10* <10* 3.34+0.05 3.65+0.04 3.56+0.03
TY1

<10* <10* <10* <10* <10*
TY2

<10* <10* <10* <10%* <10*
TY3

<10* <10* <10* <10* <10*
En yiiksek 7.5020.17 7.16£0.03 7.37+0.46 6.80+0.12 6.90+0.02
En disiik <10%* <10%* <10%* <10* <10*

* Bu plaklarda iireme gozlenmemis ve ortalama hesaplanirken degerleri sifir olarak alimustir.

test sonuglari

Cizelge 4.16. Maya-kiif sayimina ait Tukey ¢oklu karsilagtirma

Yogurt Maya-kiif (log kob,¢/g)

Ornekleri 1.GUN 1.HAFTA 2.HAFTA 3.HAFTA 4 HAFTA
Geleneksel 4.001+0.738aA* | 4.383+0.749aA 4.937+0.614aA 5.131+0.495aA 5.255+0.483aA
Ticari <10aB <10aB <10aB <10aB <10aB

*Yogurt tipi arasindaki farklilik biiyiik harfle, zamanlar arasindaki farklilik kiiglik harfle gosterilmistir.
Ayni harfle isaretlenmis olan ortalamalar istatistik olarak birbiri ile aynidir (p>0.05).
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Yogurt, diisik pH’s1 nedeniyle maya-kiiflerin gelismesi i¢in selektif bir besiyeri
niteligindedir. Depolama sicakliklarinda maya-kiifler gelisebilmekte ve lipolitik ve
proteolitik bozulmay1 tesvik ederek yogurtlarin kalitesini olumsuz yonde
etkilemektedirler (Hisoglu, 2007). Yogut orneklerinin maya-kiif sayisinin yiiksek
olmasinda yogurt yapimi sirasinda ve sonrasinda temizlik sartlarina yeteri kadar
dikkat edilmemesi yogurt mayasi olarak bir giin dnceden veya daha da onceden
tiretilmis yogurtlarin kullanilmas1 ve muhafaza sartlarina gereken hassasiyetin

gosterilmemesinin etkili oldugu diistiniilmektedir.

Herdem (2006), farkli yorelerden toplanan ve geleneksel yontemle iiretilen 50 adet
yogurt numunesinin kimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal 6zelliklerinin belirledigi
calismada Isparta, Konya, Mersin, Sivas ve Urfa illerinden elde edilen yogurt
orneklerinin maya-kiif sayim degerlerinin standartta ve mevzuatta izin verilen degerin

ve literatiirde verilen degerlerin ¢ok iistiinde ¢iktigini belirlemistir.

Benzer sekilde Hisoglu (2007), evlerde iiretilen yogurt numunelerinde maya-kiif
sayisin1 <1.00-4.78 logkob/g arasinda; mandiralarda iiretilen yogurt numunelerinde
<1.00-4.48 log kob/g ve modern isletmelerde iiretilen yogurt numunelerinde ise

<1.00-2.40 log kob/g olarak tespit etmistir.

Duru ve Ozgiines (1981), analiz ettikleri yogurtlarin % 55’inde 10x10°adet/g’ dan
fazla, Dayisoylu (1992), 2.224x10° adet/g, Kirdar ve Giin (2001), 1.5x10*1.1x10’
adet/g, Keles (2003), 3.00x10* kob/g ve Atasoy vd. (2003), 1.50x10%-3.60x10° adet/g

maya-kiif bulundugunu bildirmislerdir.
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4.2.3.Toplam mezofilik aerobik bakteri sayim sonuclari

Yogurt 6rneklerinin TMAB sayim sonuglari, en yliksek ve en diisiik degerleri Cizelge
4.17.°de ortalama degerlerine gore geleneksel ve ticari yogurt Orneklerinin

karsilastirmalari ise Sekil 4.7.’de sunulmustur.
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Sekil 4.7. Yogurt 6rneklerinin toplam mezofilik aerobik bakteri sayim sonuglarinin
karsilastirilmast

Yogurtta mikrobiyal kaliteyi belirlerken mikroorganizmalar obligat flora (kullanilan
yogurt starter kiiltiirleri) ve yabanci flora (mezofilik ve psikrotrofik bakteri,
patojenler, maya ve kiifler) olmak iizere 2 grupta incelenmektedir. Toplam aerob
mezofilik bakteri sayis1 icerisinde yogurt starteri olarak kullanilan laktik asit
bakterileri de sayildig1 i¢in, genelde laktik asit bakterileri gelisimine bagli olarak
toplam bakteri sayim sonuglar1 da degismektedir. Toplam aerob mezofilik yabanci
flora sayisi, yogurtta fazla veya diisiik asitligin yani sira, mukoz olusmasi, istenmeyen
tat, patojen varlig1 ve genel kirlilik hakkinda bilgi vermesi agisindan sayim sonuglari
dikkate alinmakta ve <10° mL iyi, 10°-5,0x10* mL yeterli ve >5,0x10* mL ise kotii
kalite olarak degerlendirilmektedir (Weber, 1996).

Yapilan varyans analizi sonucunda TMAB degerleri agisindan geleneksel ve ticari
yogurtlarin istatistik olarak birbirinden farkli (p<0.05), 4 haftalik depolama siiresince
meydana gelen degisim ise geleneksel yogurtlarda onemsiz (p>0.05), ticari yogurt

orneklerinde ise dnemli (p<0.05) bulunmustur.
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Cizelge 4.17. Yogurtlarin toplam mezofilik aerobik bakteri sayim sonuglari

(log kob,o/g)

Yogurt 1. giin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
Yl 9.09+0.07 9.06+0.06 8.58+0.09 8.34+0.30 8.43+0.12
Y2 8.37+0.27 8.34+0.12 7.86+0.12 7.04+0.01 7.31+£0.09
Y3 8.90+0.10 8.50+0.10 8.62+0.13 8.54+0.11 8.78+0.23
Y4 8.78+0.15 8.77+0.22 8.81+0.03 8.58+0.09 8.50+0.15
Y3 9.18+0.15 8.47+0.04 8.67+0.21 8.54+0.12 8.00+0.24
Y6 8.70+0.48 8.82+0.10 8.62+0.17 8.54+0.10 8.37+0.18
Y7 8.49+0.03 8.81+0.20 8.81+0.08 8.60+0.11 8.37+0.18
Y8 8.86+0.06 9.09+0.12 9.08+0.11 8.73+0.10 8.37+0.30
Y9 8.75+0.34 8.75+0.17 8.52+0.26 8.83+0.15 8.99+0.07
Y10 8.18+0.15 9.01+0.07 8.87+0.13 9.15+0.10 9.14+0.12
Y1l 7.82+0.17 9.12+0.01 8.99+0.14 9.11+0.18 9.01+0.03
Y12 8.97+0.11 8.48+0.07 9.29+0.03 8.88+0.05 8.64+0.14
Y13 9.12+0.31 8.95+0.07 8.88+0.31 9.26+0.05 9.24+0.12
Y14 8.74+0.03 9.01+0.23 9.18+0.10 8.96+0.05 9.05+0.17
Y13 9.22+0.19 9.02+0.17 9.07+0.04 8.99+0.13 8.86+0.09
TYl 8.36+0.10 8.36+0.15 8.30+0.22 8.45+0.07 9.02+0.04
TY2 8.39+0.21 8.73+0.34 9.42+0.20 9.42+0.32 9.54+0.06
TY3 8.45+0.04 9.39+0.30 9.35+0.18 9.28+0.24 9.27+0.44
Enyiksek 19201019 | 9394030 | 942020 | 942032 | 9.54+0.06
Endisik 1 5 8710.17 8.34+0.12 8306022 | 7.04+0.01 7.3120.09

Cizelge 4.18. Toplam mezofilik aerobik bakteri sayimina ait Tukey c¢oklu

karsilastirma test sonuglari

Yogurt Toplam mezofilik acrobik bakteri(log kob,(/g)
Ornekleri 1.GUN 1.HAFTA 2.HAFTA 3.HAFTA 4.HAFTA

Geleneksel 8.745+0.095aA* | 8.813+£0.078aA | 8.790+0.101aA | 8.673£0.136aA | 8.604+0.124aB

Ticari 8.406+0.212bA | 8.833+0.175abA | 9.029+0.227abA | 9.054+0.303abA | 9.282+0.277aA

*Yogurt tipi arasindaki farklilik biiyiik harfle, zamanlar arasindaki farklilik kiigiik harfle gdsterilmistir.
Ayni harfle isaretlenmis olan ortalamalar istatistik olarak birbiri ile aynidir (p>0.05).
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Atasoy vd. (2003), Sanliurfa ilinde iiretilen ve satisa sunulan yogurt 6érneklerinin bazi
mikrobiyolojik o6zelliklerini belirledigi ¢alismalarinda TMAB sayim sonuglarmin

5.50x10°-2.40x10’ kob/g arasinda degistigini belirtmislerdir.

4.2.4. MRS Agar sayim sonuclari

Yogurdun olusumu, laktik asit bakterilerinin gerceklestirdigi laktoz fermentasyonu
sonucu gerceklesir. Laktik asit bakterileri yogurdun olusumunda, tat ve aromasinin
meydana gelmesinde rol oynarlar. Yogurt olusumunda esas rol alan laktik asit
bakterileri, “yogurt bakterileri” olarak da adlandirilan S. thermophilus ve Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus bakterileridir. Dolayisiyla yogurtta bu iki bakteri disinda
baska canli mikroorganizma bulunmamasi gerekmektedir. Nitekim arastirma
sonuclart da yogurt yapiminda sadece bu iki bakterinin gerekli oldugunu, diger
mikroorganizmalarin yogurdun tat, aroma, yapi ve goriiniisiinii bozduklarini, kisa

zamanda eksimesine neden olduklarini, raf dmriinii kisalttiklarini gostermistir.

Laktobasil sayimu i¢in 3.2.3.” te belirtildigi sekilde kullanilan MRS Agar besiyerinden
elde edilen sayim sonuglari, en yiiksek ve en diisilk degerleri Cizelge 4.19.’da,
ortalama degerlere gore geleneksel ve ticari yogurt drneklerinin karsilagtirmalar: ise

Sekil 4.8.” de sunulmustur.
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Sekil 4.8. Yogurt 6rneklerinin MRS Agar sayim sonuglarinin karsilastirilmasi
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Yapilan varyans analizi sonucunda, geleneksel ve ticari yogurtlarin MRS Agar
besiyerindeki sayim sonuclariin birbirlerinden istatistik olarak farkli olmadigi
belirlenmistir (p>0.05). Yogurtlarin 4 haftalik depolama siiresince laktobasil
sayisindaki degisim istatistiksel agidan Onemsiz bulunmustur (p>0.05). Varyans

analizi sonuglar1 ve Tukey c¢oklu karsilastirma testinin sonuglar1 Cizelge 4.20.” de

sunulmustur.
Cizelge 4.19. Yogurtlarin MRS Agar sayim sonuglari
(log kob/g)

Yogurt | 1. glin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta

Yl 8.54+0.05 6.78+0.03 7.27+0.08 7.27+0.11 7.29+0.09
Y2 9.15+£0.05zayif | <10* <10* <10* <10*

Y3 8.01+0.02 8.07+0.10 8.45+0.20 7.26+0.24 7.07+0.10
Y4 8.52+0.05 8.48+0.26 8.40+0.29 9.05+0.10 7.62+0.17
Y5 8.17+0.05 8.160.09 7.77+0.02 7.50+£0.10 6.70+0.05
Y6 7.67+0.10 8.32+0.14 7.70+0.08 7.12+0.15 7.56+0.20
Y7 8.19+0.10 8.20+0.08 8.224+0.07 7.40+0.17 5.22+0.05
Y8 8.37+0.48 8.89+0.05 8.86+0.11 8.22+0.42 7.92+0.12
Y9 6.52+0.23 7.52+0.03 7.56+0.08 7.40+0.18 6.70+0.21
Y10 6.52+0.05 7.82+0.04 7.39+0.01 7.30+0.27 7.52+0.28
Y1l 7.61+£0.03 7.82+0.08 6.82+0.17 7.34+0.25 7.75+0.09
Y12 7.26+0.24 7.45+0.12 7.52+0.18 7.12+0.31 6.92+0.12
Y13 7.63+£0.22 cok zayif cok zayif cok zayif cok zayif
Y14 8.48+0.24 cok zayif cok zayif cok zayif ¢ok zayif
Y13 8.60+0.05 cok zayif cok zayif cok zayif cok zayif
Tl 8.30+0.24 8.25+0.12 7.33+0.05 8.27+0.45 6.50+0.10
TY2 7.85+0.04 4.81+0.33 7.61+0.07 7.92+0.27 7.82+0.10
TY3 6.22+0.05 7.54+0.27 6.44+0.08 7.10+0.35 7.09+0.12
Enyiiksek | 9 1540.05 8.890.05 8.86+0.11 9.05+0.10 7.9240.12
En disik | ¢ 5740.05 <10* <10* <10* <10*

* Bu plaklarda iireme gozlenmemis ve ortalama hesaplanirken degerleri sifir olarak alimustir.
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Cizelge 4.19.” da goriildiigii gibi baz1 geleneksel yogurt 6rneklerinde 1. giinlerinden
sonra petri kutularinda hig iireme goriilmemistir. Benzer sonuglar Herdem (2006)’ in
yaptig1 ¢alisma da da goriilmektedir. Arastirmaci yaptigi calismada Antalya ilinden
toplanan geleneksel yogurtlarin hicbirinde, Mersin ilinden toplanan yogurt
orneklerinin bazilarinda MRS Agar iizerinde iireme gozlemlemedigini belirtmistir.
Calismasinda MRS Agar sayim sonuglar1 <100-6.1 1x10° kob/g arasinda degismistir.
Marth and Steele, (2001) pH 4.6’ nin altinda laktik asit bakterilerinin zarar gordiigiinii

bu nedenle besiyerinde sayim sirasinda sikint1 yasandigini belirtmistir.

Cizelge 4.20. MRS Agar sayimina ait Tukey ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Yogurt MRS Agar sayimi (log kob¢/g)

Ornekleri 1.GUN 1.HAFTA 2.HAFTA 3.HAFTA 4 HAFTA
Geleneksel 7.949+0.208aA* | 5.834+0.903aA 5.731+£0.874aA 5.532+0.844aA 5.218+0.804aA
Ticari 7.459+£0.465aA | 6.872+2.018aA | 7.131+£1.955aA | 7.768+1.888aA | 7.140+1.797aA

*Yogurt tipi arasindaki farklilik biiyiik harfle, zamanlar arasindaki farklilik kiigiik harfle gdsterilmistir.
Ayn1 harfle isaretlenmis olan ortalamalar istatistik olarak birbiri ile aynidir (p>0.05).

4.2.5. M17 Agar sayim sonuglari

3.2.3.°de M17 Agar

besiyerinde sayilan mikroorganizma sonuglar1 Cizelge 4.21.°de, ortalama degerlere

Streptokoklarin  sayimi belirtildigi sekilde yapilmistir.

gore yogurt orneklerinin karsilastirmalari ise Sekil 4.9.’da sunulmustur.
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Sekil 4.9. Yogurt 6rneklerinin M17 Agar sayim sonuglarinin karsilastiriimasi
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Yapilan varyans analizi sonucunda, geleneksel ve ticari yogurtlarin M17 Agar
besiyerindeki sayim sonucglariin birbirlerinden istatistik olarak farkli olmadigi
belirlenmigtir (p>0.05). Yogurtlarin 4 haftalik depolama siiresince streptokok
sayisindaki degisim istatistiksel agidan Onemsiz bulunmustur (p>0.05). Varyans
analizi sonuglart ve Tukey c¢oklu karsilastirma testinin sonuglar1 Cizelge 4.21. de
sunulmustur. Herdem (2006), yaptig1 calismasinda yogurtlarda M17 Agar sayim
sonuglarmin 1.06x10°-4.3x107 kob/g arasinda degistigini belirtmistir.

Cizelge 4.21. Yogurtlarin M17 Agar sayim sonuglari
(log kob/g)

Yogurt | 1. giin 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
Y1 8.00-:0.06 7.1840.15 5.7020.10 3.62+0.12 <10*

Y2 8.68+ 0.08zayrf | <10* <10* <10* <10*

Y3 6.70+0.12 7.00+0.24 5.70+0.05 <10* <10*

Y4 7.7940.11 6.70£0.37 <10* <10* <10*

Y5 8.93+0.15 7.1840.35 5.7040.15 5.7040.23 6.18+0.22
Y6 8.34+0.21 8.26:0.20 8.40+0.21 8.34+0.21 6.5240.05
Y7 7.85+0.07 8.13+0.06 7.8740.15 7.58+0.11 7.18+0.34
Y8 7.45+0.12 7.95+0.08 7.95+0.07 6.82+0.12 6.8240.21
Y9 6.52+0.32 7.92+0.27 8.26:0.07 7.50+0.17 7.4040.03
Y10 7.73+0.21 8.41+0.08 8.18+0.05 8.12+0.17 7.7040.21
Yl 6.82+0.33 8.70+0.18 8.75+0.21 7.65+0.15 7.07+0.32
Y12 8.26+0.42 8.29+0.09 8.33+0.04 6.82+0.33 6.22+0.32
Y13 8.79+0.02 7.54+0.10 8.88+0.02 9.00+0.02 9.000.05
Y14 8.18+0.21 8.52+0.28 8.88+0.14 8.88+0.06 8.85+0.05
YIs 8.95+0.11 8.95+0.11 9.03+0.01 8.95+0.06 8.95+0.07
Yl 9.58+0.10 9.54+0.10 9.47+0.18 9.34+0.10 8.66=0.06
TY2 9.54+0.12 8.12+0.40 9.49+0.19 9.47+0.07 9.36:0.27
TY3 7.82+0.06 9.0620.30 9.32+0.05 9.4320.04 9.42+0.06
Enyiksek | g 5g:0.10 9.54+0.10 9.49+0.19 9.47+0.07 9.4240.06
Endisik | ¢ 552032 <10* <10* <10* <10*

* Bu plaklarda iireme gdzlenmemis ve ortalama hesaplanirken degerleri sifir olarak alinmustir.
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Cizelge 4.22. M17 Agar sayimina ait Tukey ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Yogurt M17 Agar sayimi (log kob;o/g)

Ornekleri 1.GUN 1.HAFTA 2.HAFTA 3.HAFTA 4. HAFTA

Geleneksel 7.933+0.211aA* | 7.382+0.523aA | 6.775+0.722aA 5.932+0.813aA | 5.459+0.852aA

Ticari 8.984+0.473aA | 8.914+1.169aA | 9.434+1.613aA | 9.418+1.817aA | 9.155+1.905aA

*Yogurt tipi arasindaki farklilik biilyiik harfle, zamanlar arasindaki farklilik kiiiik harfle gosterilmistir.
Ayn1 harfle isaretlenmis olan ortalamalar istatistik olarak birbiri ile aynidir (p>0.05).

Yogurt bakterilerinin, yogurt liretiminde tek baslarina kullanildiklarinda ¢ogalma ve
laktik asit olusturma yeteneklerinin, birlikte kullanilma durumundaki ¢ogalma ve
laktik asit olusturma yeteneklerinden daha zayif oldugu ve bu iki bakteri arasinda
simbiyotik iliski oldugu bilinmektedir (Tamime and Deeth, 1980). S. thermophilus
optimum pH 6.5 de gelisim gosterirken, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus’ un optimum
gelisim pH’ s1 5.8° dir (Ozer, 2006). S. thermophilus, Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus’tan daha hizli geliserek laktozdan laktik asit olusumu yaninda iirenin iireaz
tarafindan parcalanmasiyla siite CO, ve genellikle formik asidin salinmasini saglar.
Boyle bir ortam Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus’un gelisimini ve metabolizmasini
tesvik eder. Bundan sonra LDb. delbrueckii ssp. bulgaricus kazeinin bir kismini
hidrolize ederek ve peptidaz aktivitesi ile her iki tiirin gelisimi i¢in gerekli olan
aminoasitleri agiga ¢ikarir. Kazein fraksiyonlarindan agiga ¢ikardigi 6zellikle 16sin,
lisin, aspartik asit, histidin, valin, metionin ve glutamik asit gibi serbest amino asitler
ile S. thermophilus’ un gelisimini tesvik etmekte; S. thermophilus’ da olusturdugu
peptitler, piirin, pirimidin, CO,, formik asit, okzaloasetik asit ve fumarik asit ile Lb.

delbrueckii ssp. bulgaricus’ un gelisimini tesvik etmektedir (Abu-Tarboush, 1996).
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4.3. Yogurtlarin Proteolitik Aktivite Sonuclari

Proteoliz, biiyilk ve kompleks proteinlerin daha kiiciik ve basit peptitlere
pargalanmasidir. Cesitli fonksiyonel, biyoaktif peptit ve amino asitler laktik asit
bakterilerinin proteinaz ve peptidaz enzimlerinin proteolitik aktivitesine bagl olarak
aciga c¢ikmaktadir. Proteinaz aktivitesi agiga c¢ikan peptit miktar1 olarak ifade

edilebilmektedir (Zainoldin and Baba, 2010).

Fermentasyon sirasinda siit proteinleri laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen
proteinazlar ile hidrolize olarak serbest amino grubunda artisa neden olurlar (Law and

Haandrikman, 1997; Shihata and Shah, 2000; Donkor et al., 2006; Donkor, 2007).

Yogurtta proteoliz, fermentasyon ve depolama sirasinda yapiyi, tat ve aromay1
etkileyen bir faktéor oldugu icin O6nemli bir kriterdir. Yogurdun yapisindaki
degisiklikler protein agmin kirilmasina bagli olarak meydana gelmektedir. Ayrica
proteoliz, peptitlerin ve serbest amino asitlerin olusumuna katki saglayarak, tat ve
aromay1 dogrudan etkiledigi gibi bu bilesenlerin ileri katabolik tepkimeleri ile ugucu

aroma bilesenlerinin de agiga ¢ikmasinda etkilidir (Zainoldin and Baba, 2010).

Bu calismada, serbest amino grubundaki artis 3.2.4. te anlatildig1 gibi OPA metodu
ile belirlenmistir. Sekil 4.10, 4.11. 4.12.” de geleneksel yogurt drneklerinin depolama
siiresince gozlenen gostermis oldugu proteolitik aktivite diizeyi, Sekil 4.13.” te ticari
kiiltiirle iretilen yogurt Orneklerinde belirlenen proteolitik aktivite degerleri
goriilmektedir. Biitlin yogurt orneklerinde kontrol olarak kullanilan skim milk’e
kiyasla proteolitik aktivite degerleri daha yiliksektir. OPA metodu ile serbest amino
gruplarinin agiga ¢ikmasiyla belirlenen proteoliz depolama siiresince istatistik olarak
onemli diizeyde artis gostermistir (p<<0.01). Bununla beraber geleneksel ve ticari
yogurt Ornekleri arasinda proteolitik aktivite acisindan Onemli bir farklilik
goriilmemistir (p>0.05). Varyans analizi sonuglar1 ve Tukey coklu karsilastirma

testinin sonuclar1 Cizelge 4.23.” te sunulmustur.
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Sekil 4.10. Y1-Y5 yogurtlarinin depolama siiresince proteolitik aktivite degerleri
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Sekil 4.11. Y6-Y 10 yogurtlarinin depolama siiresince proteolitik aktivite degerleri
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Sekil 4.12. Y11-Y 15 yogurtlarinin depolama siiresince proteolitik aktivite degerleri

86



0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3 1
0,2 1
0,1

Absorbans 340 nm

TY1l TY2 TY3
Yogurt rmekleri

\ @ Lgin @ Lhafta 0 2 hafta 0 3.hafta m 4.hafta‘

Sekil 4.13. TY 1, TY2 ve TY3 yogurtlarinin depolama siiresince proteolitik aktivite
degerleri

Cizelge 4.23. Proteolitik aktivite degerlerine ait Tukey ¢oklu karsilagtirma test

sonuglari
Yogurt Proteolitik aktivite (Absorbans 340 nm)
Ornekleri 1.GUN 1.HAFTA 2.HAFTA 3.HAFTA 4. HAFTA

Geleneksel | 0.372+0.052cA* | 0.576+0.069bA | 0.595+0.077abA | 0.689+0.075abA | 0.712+0.077aA

Ticari 0.368+0.117cA | 0.493+0.154bA | 0.540+0.171abA | 0.579+0.167abA | 0.623+0.172aA

*Yogurt tipi arasindaki farklilik biiyiik harfle, zamanlar arasindaki farklilik kiiglik harfle gosterilmistir.
Ayni harfle isaretlenmis olan ortalamalar istatistik olarak birbiri ile aynidir (p>0.05).

Her ne kadar geleneksel ve ticari yogurt drneklerinin proteolitik aktivite degerleri
arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik bulunmasa da 4.2.1. ve 4.2.2.° de
goriildiigii gibi geleneksel yogurt drneklerinin koliform grubu bakteri ve maya-kiif
icerigi ticari yogurt Orneklerine gore yiiksektir. Proteolitik aktivite degerleri ile
koliform grubu bakteri ve maya-kiif sayim sonuglari arasinda pozitif bir korelasyon
(p<0.01), pH degeri ile arasinda negatif korelasyon bulunmaktadir (p<0.01). Ayrica
yogurt orneklerinde proteolitik aktivite degerleri ile antioksidan aktivite degerleri

arasinda korelasyon tespit edilmistir (p<0.01).

Calismanin proteolitik aktivite degisimi Donkor (2007) ve Donkor et al. (2007a) ile
benzerlik gostermektedir. Shihata and Shah (2000), Lb. delbruekii ssp. bulgaricus
susunun proteolitik aktivitesinin S. thermophilus susundan daha diisiik oldugunu

belirtmis ve ¢alismalarinda yogurt bakterilerinin (Lb. delbruekii ssp. bulgaricus ve S.
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thermophilus) proteolitik aktivitesinin probiyotik bakterilerden (Lb. acidophilus ve
Bifidobacterium sp.) daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Yapilan c¢alismalarda
proteolitik aktivitedeki degisikligin pH’ ya ve suslara bagli oldugu goriilmektedir
(Shihata and Shah, 2000; Ozer, 2006; Donkor, 2007).

Papadimitriou et al. (2007), yogurt kiiltiiri ve yogurt kiiltiiriine ilave olarak
probiyotik Lb. paracasei ssp. paracasei DC412 susunu igeren geleneksel ve
probiyotik koyun yogurdu yapmislar ve bu yogurtlarin 26 giinliikk depolanmasi
sirasinda proteolitik aktivite, peptit miktarindaki degisim ve elde edilen peptitlerdeki
ACE inhibitér etkiyi belirlemislerdir. Sonugta 26. giinde hesaplanan proteoliz
derecesinin her iki yogurtta da benzer oldugunu, 1. glinden depolama sonuna kadar
gecen siiregte peptit konsantrasyonundaki artisin her iki yogurtta % 50’ ye yakin
oldugunu bulmuglardir. Peptit konsantrasyonundaki artisa ragmen 26. giinde hidroliz
olan siit proteini orani diisilk kalmistir. Suda ¢6ziinen azot miktar1 ise yogurdun

toplam azot igeriginin yaklasik % 10’ unu icermistir.

Yiiksek proteolitik aktivite gosteren suslarda ACE inhibitor etki de yiiksek
olmaktadir. Ozellikle Lc. lactis suslarinda ACE inhibitdr etki ve yiiksek tansiyon
Onleyici peptitlerin olusumu proteolitik aktivite ile dogrudan iligkilidir. Yapilan
calismalar, ticari starter suslarin diisiik proteolitik aktiviteye sahip oldugunu ve ACE
inhibitdr peptitlerin iiretilmedigini, fakat fermente iiriinlerin tiretiminde kullanilan bu
suglarin sindirim sistemi enzimleri ile sindirim sonrasinda acig1 c¢ikabilecek
peptitlerin Onciilerinin olusmasinda etkili olduklarin1 gostermektedir (Pihlanto-

Leppili et al., 1998; Hernandez-Ledesma et al., 2004; Pihlanto et al., 2010).

Nielsen et al. (2009) 4 farkli laktik asit bakterisi tiirii (4 adet Lc. lactis, 8 adet Lb.
helveticus, 1 adet Lb. acidophilus, 1 adet S. thermophilus) ile siitii pH 4.6’ ya kadar
fermente etmisler ve olusan peptitler ve fermente siit 6rneklerinin ACE inhibitor
aktivitelerini ¢alismiglardir. Sonugta ¢alisilan dort farkli Lc. lactis susunun proteolitik
aktivite degerleri benzer sonuglar vermis ve yiikksek ACE inhibitér aktivite
gostermistir. En yliksek proteolitik aktiviteyi Lb. helveticus suslari gosterirken, S.

thermophilus ve Lb. acidophilus’ un gosterdigi aktivite diisiik olmustur. S.
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thermophilus kullanilarak iiretilen fermente siitte sadece bir peptidin agiga ¢iktigi,
HPLC analizindeki peptit alaninin c¢ok diisiik oldugu ve farkli cesitte birgok
proteolitik enzim i¢ermesine ragmen fermentasyonda smirli bir proteolitik aktivite

gosterdigini belirtmislerdir.

Benzer sekilde Bertrand-Harb et al. (2003)’ da laktik asit bakterilerinin yogurt gibi
fermente siit {iirlinlerinde sinirli bir proteolitik aktivite giliciine sahip oldugunu
belirtmektedir. Bianchi-Salvadori et al. (1995) da ticari yogurtlardan ve endiistriyel
peynirlerden izole edilen S. thermophilus ve Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus’ tan elde
edilen enzimlerin aktivitelerinin birbirlerinden farkli oldugunu bulmuslardir. S.
thermophilus, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus’ tan daha yiiksek ekzopeptitaz aktivitesi
gosterirken sinirli bir endopeptitaz aktivitesi gostermistir. Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus’ un kazeinleri hidroliz etme yetenegi, endopeptitaz aktivitenin

laktobasillerde daha yiiksek oldugu bilgisini kuvvetlendirmektedir.

Bertrand-Harb et al. (2003), yogurt fermentasyonu asamalarinda B-Lg ve a-La
miktarlarindaki degisimi incelemisler ve fermentasyon sirasinda bu proteinlerin
miktarlarinin sabit kaldigim1 belirlemislerdir. Ayrica yaptiklar1 ¢alismada suslar1 tek
tek veya birlikte B-Lg ve a-La ile inkiibe etmislerdir. Sonugta B-Lg’ nin proteoliz
olmasi i¢in gereken siirenin yogurt fermentasyon siiresinden daha uzun oldugunu, o-
La’ nin proteolize daha duyarli oldugunu ve o&zellikle S. thermophilus’ tan
etkilendigini belirlemislerdir. Farkli arastirmacilar tarafindan da belirtilmis olan
yeterli proteoliz sistemlerinin bulunmasina ragmen yogurt iiretiminde kullanilan

suslarin serum proteinlerini par¢alamada zayif olduklar1 sonucuna varmiglardir.

Bu konu ile ilgili ¢alismalardan bir tanesi de El-Zahar et al. (2003) tarafindan
yapilmustir. Arastirmacilar, Bianchi-Salvadori et al. (1995) ve Bertrand-Harb et al.
(2003) ile benzer sonucglari bulmuslar ve suslarin proteolitik aktivitelerinin farkli
olmasimin yogurtlarin fizikokimyasal ve reolojik 6zellikleri iizerinde etkili oldugunu

belirtmislerdir.
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4.4. Yogurtlarin Ucucu Aromatik Bilesenlerinin Belirlenmesi

Yogurdun karakteristik tat/aromasi, agirlikli olarak, S. thermophilus ve Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus tarafindan sentezlenen laktik asit basta olmak iizere
asetaldehit, aseton, diasetil gibi karbonil bilesikleri ile piirivik, oksalik ve siiksinik
asit gibi ugucu olmayan asitlerden kaynaklanmaktadir. Lb. bulgaricus ve S.
thermophilus’ un ortak etkileri yogurtta arzu edilen lezzetin olusmasi igin gereklidir
(Yalgin, 1985). Karbonil bilesiklerin ve laktik asitin yogurdun tat/aroma dengesinin

olusmasindaki rolii birincil éneme sahiptir (Ozer, 2006).

Yogurtta karbonil bilesiklerin % 90’ mi1 asetaldehit olusturdugu icin, yogurt diger
fermente siit tiriinlerinden farkli bir laktik tat ve aromaya sahiptir (Yalgmn, 1985).
Asetaldehit, yogurdun temel aroma bilesenidir ve normal kosullarda yogurtta 200-800
umol/L diizeyinde bulunmaktadir. Karakteristik yogurt tat/aromasinin olugsmasi i¢in
ideal asetaldehit konsantrasyonu 10-25 ppm arasinda degismektedir. 4 ppm’ in
altindaki asetaldehit konsantrasyonlarinda klasik yogurt tat/aromasi olusamamaktadir.
Buna karsin, ¢ok yiiksek asetaldehit konsantrasyonlarinda yogurtta anormal tat/aroma

olusumu gozlemlenmektedir (Ozer, 2006).

Asetaldehidin olusum orani, biiylik oOl¢iide iirlinlin asitlik seviyesine baghdir.
Asetaldehit, pH 5.0’ de olugmaya baslamakta; miktar1 pH 4.4-4.3° e kadar hizl
(42°C’ de yaklasik 3 saatte), daha sonra yavas yavas artarak pH 4.0 civarinda
sabitlenmektedir. Ayn1 zamanda, asetaldehit iceriginin, asitligin laktik asit cinsinden

% 1.148’ in lizerinde olmasi halinde azaldig1 tespit edilmistir (Yalc¢in, 1985).

Bills vd. % 8 veya daha fazla sakkaroz iceren ortamda asetaldehit olusumunun
azaldigim belirlemislerdir. Ayrica, yogurt yapiminda kullanilan siitiin ¢esidi, yogurt
bakterilerinin 6zellikleri, siite yiiksek 1s1l igslem uygulanmasi, yagsiz siittozu ilavesi
veya siitlin konsantre edilmesi ile kurumadde miktarinin arttirilmasinin asetaldehit
olusumunu etkiledigini belirtmislerdir (Yalgin, 1985). Kinik ve Akbulut (1996), inek
siitline soya siitii karistirarak yaptiklar1 yogurtlarda asetaldehit miktarinin inek

siittinden yapilan yogurtlara gore daha diisiik oldugunu belirlemislerdir.
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Groux, asetaldehit ¢ok az miktarda bulundugu zaman diasetil ve hatta asetoinin
kismen asetaldehidin yerine gegebildigini ve boylece tipik yogurt lezzetinin muhafaza

edildigini belirtmistir (Yalgin, 1985).

Diasetil bir diger karbonil bilesenidir. Dengeli yogurt tat/aromasinin olusumu igin
asetaldehit ile diasetil arasinda 1:1 oraninin veya asetaldehit ile aseton arasinda 2.8:1

oraninin olusmasi gerektigi ileri siiriilmektedir (Ozer, 2006).

Aroma maddeleri tayini 3.2.5.°te belirtildigi gibi yapilmistir. Cizelge 4.24.’te
goriildigli gibi geleneksel yogurt orneklerinin asetaldehit, diasetil, aseton, etanol
degerleri sirastyla 1.75-14.42 ppm; 0-1.51 ppm; 0-0.64 ppm ve 1.27-789.04 ppm
arasinda degismektedir. Ticari yogurt orneklerinde ise bu degerler sirasiyla 11.32-
23.06 ppm; 0.66-1.03 ppm; 0-0.12 ppm ve 2.58-5.23 ppm arasinda belirlenmistir.
Yogurt orneklerinin ugucu aroma bilesenlerindeki bu farkliligin mikroorganizma
icerigindeki degisikliklerden ve iiretim-depolama kosullarindaki farkliliklardan
kaynaklandig1r disiiniilmektedir. Y5, Y6 ve Y8 yogurtlarinda goriilen yiiksek
miktardaki alkol miktar1 yogurdun florasinda bulunan koliform ve maya kiif sayisi ile
iliskili bulunmustur (p<0.01). Yogurtlarda alkol olusumu yogurt kiiltiiriinde yer alan
bakterilerin 6zelliklerine bagli oldugu kadar kullanilan siitiin bilesimine de bagh
olarak degismektedir (Kinik ve Akbulut, 1996). Oymael ve Us (2008), yaptiklar
calismada depolama sicakliginin yogurdun aroma bilesenleri iizerinde etkili oldugunu

belirtmislerdir.

Geleneksel yogurtlar icin en 6nemli tat-koku ve aroma belirleyici olan asetaldehit
miktari, ¢alisilan yogurtlarda genel olarak literatiirde belirtilen degerlerden daha
diisiik olarak saptanmustir. Ticari yogurtlarda ise bu rakam belirtilen degerler arasinda
bulunmustur. Aseton yogurt 6rneklerinde oldukg¢a diisiik miktarda belirlenmistir.
Yogurtta bulunan aseton genellikle siitten kaynaklanmis olsa da, yogurt bakterileri

tarafindan bir miktar olusturulmaktadir (Yal¢in, 1985).
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Cizelge 4.24. Yogurtlarin aroma maddeleri

Yogurt Asetaldehit Aseton Etanol Diasetil
Ornegi (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Y1 7.63 * 1.46 *
Y2 7.23 0.01 3.84 *
Y3 12.59 0.07 23.85 *
Y4 10.94 0.10 25.62 *
Y5 9.59 0.64 98.05 0.25
Y6 6.12 * 789.04 *
Y7 13.69 * 1.56 *
Y8 1.75 0.45 198.93 *
Y9 10.11 * 1.77 0.43
Y10 8.99 0.07 1.71 1.51
Y11 9.99 0.12 2.16 1.34
Y12 9.25 * 1.60 0.44
Y13 7.48 * 1.27 0.45
Y14 12.99 0.17 2.83 1.28
Y15 14.42 0.01 1.62 *
TY1 11.32 * 2.58 1.02
TY2 23.06 0.12 5.23 1.03
TY3 13.82 * 4.13 0.66

* tespit edilememistir.

Sekil 4.14." te gaz kromatografisinden elde edilen standarda ait kromatogram, Sekil
4.15.° te ise numuneye ait kromatogram goriilmektedir. Standartlara ait alikonma

zamanlar Cizelge 4.25.” te sunulmustur.
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L L]

Sekil 4.14. Standarda ait kromatogram 1) Asetaldehit, 2) Aseton, 3) Metanol,
4) Etanol, 5) Diasetil, 6) Asetik asit 7) Butirik asit

Sekil 4.15. Numuneye ait kromatogram1) Asetaldehit, 2) Aseton, 3) Etanol

Cizelge 4.25. Standartlara ait alikonma zamanlar1 ve grafiklere ait degerler

Bilesen R; (dk.) y=a+bx R SD
Asetaldehit 2.40 y=-3839+1201x 0.9989 4748.5
Aseton 3.48 y=5722+2223x 0.9997 3106.3
Metanol 4.96 - - -
Etanol 5.78 y=-6950+6760x 0.9983 4825.0
Diasetil 6.68 y=-858.5+8508x 0.9992 7649.5
Asetik asit 20.91 y=3347+34x 0.9991 682.8
Butirik asit 25.61 y=6387+236.7x 0.9994 866.5

Giirsoy-Balct (2008), Farkli kiiltiir kullanilarak koyun, kegi siitleri ve bunlarin
karisimindan {iretilen yogurtlarin depolama sirasinda ucucu bilesenler ve serbest yag
asitlerinde meydana gelen degisimleri inceledigi calismasinda, depolama siiresi,
kiiltiir ve zaman x kiiltlirtin ortak etkilesiminin asetaldehit miktarin1 6nemli diizeyde

etkiledigini belirtmistir.
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4.5. Liyofilize Yogurt Serumlarinda Lowry Yontemi ile Protein Tayini

Liyofilize yogurt serumlarinin protein degerleri 3.2.2.5.2.’de belirtildigi gibi hassas
ve kiiciik hacimlerde kullanima uygun bir metot olmasi nedeniyle Lowry yontemi ile
yapilmistir. Geleneksel ve ticari liyofilize yogurt serumlarinin protein degerleri

(mg/mL) Cizelge 4.26.’da sunulmustur.

Yapilan varyans analizi sonucunda, geleneksel ve ticari liyofilize yogurt serumlarinin
protein miktarlarinin birbirlerinden farkli olmadig1 (p>0.05) ve 4 haftalik depolama
siiresince protein degerlerindeki degisimin istatistiksel olarak Onemsiz oldugu

bulunmustur (p>0.05). Kirdar ve Giin (2007), yaptiklari siizme yogurt ¢alismasinda

serum protein igeriginin 0.17-0.44 mg/mL arasinda degistigini belirtmislerdir.

Cizelge 4.26. Liyofilize yogurt serumlarina ait protein degerleri (mg/mL)

Yogurt | 1.giin 1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta

Y1 0.528+0.01 0.555+0.01 0.620+0.02 0.684+0.00 0.652+0.03
Y2 0.356+0.03 0.386=0.00 0.355+0.03 0.376+0.00 0.611+0.07
Y3 0.289+0.04 0.349+0.08 0.364+0.00 0.386+0.01 0.396+0.06
Y4 0.290+0.03 0.323+0.02 0.326+0.01 0.356+0.02 0.333+0.03
Y5 0.343+0.03 0.338+0.03 0.389+0.00 0.384+0.00 0.404+0.00
Y6 0.372+0.00 0.345+0.00 0.400+0.00 0.435+0.01 0.373+0.00
Y7 0.343+0.01 0.364+0.01 0.385+0.00 0.350+0.03 0.383+0.00
Y8 0.365+0.01 0.401+0.07 0.407+0.01 0.416+0.05 0.406+0.01
Y9 0.394+0.02 0.418+0.02 0.343+0.30 0.373+0.07 0.437+0.01
Y10 0.321+0.00 0.329+0.01 0.329+0.10 0.362+0.02 0.349+0.00
Yl 0.326+0.00 0.346+0.03 0.351%0.02 0.365+0.04 0.356+0.03
Y12 0.385+0.00 0.359+0.04 0.371+0.01 0.418+0.00 0.438+0.01
Y13 0.251+0.05 0.314+0.02 0.314+0.10 0.316+0.00 0.325+0.00
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Cizelge 4.26. (devam)

Y14

0.33340.05 0.33140.01 0.343+0.05 0.383+0.04 0.37620.00
Y15

0.3362+0.08 0.37620.00 0.303+0.07 0.303+0.10 0.334+0.20
TY1

0.289+40.00 0.28940.15 0.316:0.01 0.256:0.01 0.296+0.01
TY2

0.344+0.01 0.362+0.04 0.435+0.01 0.345+0.00 0.35040.01
TY3

0.284+0.02 0.327+0.03 0.290+0.01 0.360+0.01 0.33440.07
Enyiiksek | () 5784001 0.555+0.01 0.620+0.02 0.684+0.00 0.652+0.03
Endisik | (55140,05 0.289+0.15 0.290£0.01 0.256+0.01 0.296+0.01

4.6. Liyofilize Yogurt Serumlarimin Antimikrobiyel Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.2.6.2.°de belirtildigi gibi antimikrobiyel aktivitenin belirlenmesi amaciyla indikator
ve patojen mikroorganizmalar secilmis ve liyofilize yogurt serumlarinin

antimikrobiyel aktivitesini belirlemek amaciyla kuyucuk difiizyon testi kullanilmistir.

Sekil 4.16.’da M. luteus’e kars1 kloramfenikoliin olusturdugu inhibisyon zonu, Sekil

4.17.de ise M. luteus’e kars1 yogurt drneklerine ait kuyucuklar goriilmektedir.

Sekil 4.16. M. luteus’e kars1 kloramfenikoliin Sekil 4.17. M. luteus’e kars1 yogurt drneklerine
olusturdugu inhibisyon zonu ait kuyucuklar

Geleneksel ve ticari yogurtlarin liyofilize serumlarma uygulanan antimikrobiyel

aktivite testi sonucunda herhangi bir zon tespit edilmemistir.
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Boliim 4.3.’te belirtilen proteolitik aktivite degerleri ve 4.5.’te belirtilen protein tayin
sonuglart géz oniline alindiginda yogurt fermentasyonu sirasinda meydana gelen
proteolizin antimikrobiyel aktivite gosteren peptitlerin agiga ¢ikmasini saglayacak

kadar yiiksek olmadigin1 géstermektedir.

Tzvetkova et al. (2007), farkl: siitlerden yapilan balkan ev tipi yogurtlarindan 21 adet
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus izole etmis ve bu suslarin a- La, B-Lg ve kazein
lizerine etkilerini arastirmiglardir. Test edilen suslarin proteolitik aktiviteleri yiiksek
olmasina ragmen bakteriyel gelisme diisiik bulunmustur. ilk 72 ve 96 saatlik
inkiibasyonda B-kazeinin %80-90° 1 tiikenmistir. a- La miktar1 ise kullanilan susa
gore %5-55 oraninda azalmistir. Suslarin B-Lg’ ni hidroliz etme kapasitesi ise o- La’
ne gore daha diisiik olmustur. Kazeinin hidroliz olmasi ile agiga c¢ikan peptitlerin
Escherichia coli ATCC 25922 iizerine antibakteriyel etkisi bulunmustur. Calismada
siit proteinlerinin suslar ile ancak 24 saatlik inkiibasyondan sonra agiga cikan

peptitlerin E. coli ATCC 25922 {izerine antimikrobiyel etki gosterdigi belirtilmistir.

Erdogrul ve Erbilir (2006), cesitli gidalardan izole edilen Lb. bulgaricus suslarinin
Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas
aeroginosa ATCC 9027, Bacillus subtilis ATCC 6633, Klebsiella pneumonia ATCC
18833, Salmonella typhimurium ATCC 13311, Enterobacter cloacae ATCC 3047
lizerine antimikrobiyel etkisini arastirmiglardir. Sonucta bu mikroorganizmalar
tizerine Lb. bulgaricus izolatlarin antimikrobiyel etkisinin zayif oldugunu

bulmuslardir.

Aslim ve Beyath (2000) tarafindan yapilan ¢alismada, literatlir bilgilerinden farkli
olarak laktik asit bakterilerinin olusturdugu diasetil, asetaldehit ve hidrojen peroksitin
inhibisyon etkilerinin olmadig1 inhibisyon etkinin genellikle laktik asitten
kaynaklandig1 belirtilmistir. Bunun haricinde laktik asit bakterilerinin {irettigi
bakteriyosin benzeri metabolitlerin de inhibisyon etkilerinin olabilecegi ifade

edilmistir.
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Nurhajati et al. (2008), Lb. bulgaricus, S. thermophilus ve karigik kiiltiirlerini
kullanarak soya siitiinden ayr1 ayr1 yogurt (soygurt) yapmislardir ve fermentasyonun
3., 12. ve 21. saatlerinde Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, ve Salmonella
typhimurium {izerine antimikrobiyel etkisini arastirmiglardir. Sonugta 21. saatte
karigik kiiltiirden elde edilen soya yogurdunun 12 mm inhibisyon ¢api ile en yiiksek

aktiviteyi verdigini belirtmislerdir.

4.7. Liyofilize Yogurt Serumlarmmin Antioksidan Aktivite Miktarlarinin

Belirlenmesi
4.7.1. ABTS yontemi ile toplam antioksidan aktivite tayini

Antioksidanlarin en onemli 6zelligi serbest radikalleri yakalamalaridir. Tepkimeye
girme Ozellikleri yliksek olan serbest radikaller ve oksijen molekiilleri biyolojik
sistemlerde bulunmaktadirlar. Bu serbest radikaller, niikleik asitleri, proteinleri,
lipidleri ve DNA’ y1 oksitleyebilmekte ve birtakim hastaliklarin olusmasina oncii

olabilmektedirler (Zainoldin and Baba, 2010).

ABTS yontemi ile antioksidan aktivite tayini 3.2.6.3.1.”de belirtildigi gibi yapilmistir.
Cizelge 4.27.de geleneksel ve ticari yogurt Orneklerinin liyofilize serumlarinin
depolama siiresince toplam antioksidan aktivite degerleri, ortalama degerlerine gore

karsilagtirmalar1 ise Sekil 4.18.’de sunulmustur.

Yapilan varyans analizi sonucunda, geleneksel ve ticari yogurtlardan elde edilen
liyofilize serumlarin birbirlerinden istatistik olarak farkli oldugu (p<0.01) ve 4
haftalik depolama siiresince ise troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC)
degerlerindeki degisimin dnemli oldugu belirlenmistir (p<0.01). Varyans analizi ve
Tukey c¢oklu karsilastirma testinin sonuglari Cizelge 4.28.’de sunulmustur.
Yogurtlarin depolanmasi sirasinda agiga ¢ikan peptit miktarina bagli olarak

antioksidan aktivitenin arttig1 goriilmektedir.

Antioksidan aktivite ile proteolitik aktivite karsilastirildiginda liyofilize yogurt

serumlarinda proteolizin yani ¢oziinlir peptitlerin olusum hiziyla antioksidan
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aktivitedeki degisimin benzer oldugu ve aralarinda pozitif bir korelasyon oldugu

goriilmektedir (p<0.01).

Laktik asit bakterileri tarafindan siitiin fermente olmasi ile agiga ¢ikan antioksidan
peptitlerin arastirildig1 ¢alismalarda radikal giderme aktivitesinin susa bagh 6zellik
oldugu ve bu durumun proteolizle iliskili oldugu belirtilmektedir (Kudoh et al., 2001;
Ryhénen et al., 2001; Herndndez et al., 2005; Virtanen et al., 2007; Gupta et al.,
2009).

Cizelge 4.27. Liyofilize yogurt serumlarinin antioksidan aktivite degerleri
(mM troloks/g liyofilize 6rnek)

Yogurt 1.glin 1.hafta 2.hafta 3.hafta 4 hafta

Y1 9.518+0.04 11.820£0.06 | 12.210+0.12 | 11.617+0.32 | 12.159+0.32
Y2 11.106+£0.03 | 15.851+0.09 | 14.607£0.21 | 15.170£0.56 | 17.333%0.31
Y3 13.446+0.10 | 15.508+0.13 | 17.166+0.10 | 15.595+0.12 | 16.825+0.35
Y4 10.58240.12 | 12.996+0.15 | 13.895£0.09 | 14.981+0.32 | 15.075+0.09
Y5 10.223+0.07 | 16.296+0.10 | 15.790£0.05 | 16.228+0.12 | 19.316+0.12
Y6 10.660£0.04 | 11.827+0.11 | 14.896+0.05 | 14.901+0.32 | 14.896+0.21
Y7 10.716+0.02 | 12.319+0.12 | 10.388+£0.09 | 12.648+0.54 | 11.101£0.32
Y8 11.707+0.14 | 13.527+0.21 | 14.408+0.22 | 17.288+0.32 | 14.981+0.23
Y9 7.637+0.13 11.832+0.04 | 12.103+0.20 | 14.521+0.43 | 12.159+0.22
Y10 10.269+0.03 | 10.175£0.31 | 10.1750.10 | 9.715+0.12 10.6810.32
Y11 6.8800.06 11.084+0.23 | 11.898+0.12 | 11.119+0.23 | 11.0110.10
Y12 10.713+0.14 | 12.355+0.21 | 13.643+0.07 | 12.579+0.32 | 13.482+0.32
Y13 7.937+0.15 9.242+0.15 9.242+0.06 8.779+0.51 8.304+0.09
Y4 9.451+0.24 8.482+0.09 12.291+0.14 | 13.030+0.32 | 10.099+0.07
Y15 10.864+0.16 | 11.813£0.17 | 9.546=0.07 9.546+0.21 9.812+0.05
TY1 6.783+0.09 6.890+0.09 7.346+0.09 6.639+0.11 6.787+0.09
TY2 9.108+0.05 9.651+0.06 10.051£0.04 | 8.917+0.12 10.010+0.19
TY3 7.199+0.09 7.369+0.08 5.729+0.08 8.315+0.09 9.418+0.21
En yiiksek 13.446£0.10 | 16.296+0.10 | 17.166+0.10 | 17.288+0.32 | 19.316+0.12
En diisiik 6.783+0.09 6.890+0.09 5.729+0.08 6.639+0.11 6.787+0.09
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Cizelge 4.28. Antioksidan aktivite degerlerine ait Tukey ¢oklu karsilastirma test

sonugclari
Yogurt ABTS (mM troloks/ g liyofilize 6rnek)
Ornekleri 1.GUN 1.HAFTA 2.HAFTA 3.HAFTA 4 HAFTA

Geleneksel 10.115+0.41Ba* | 12.3424+0.56aA 12.818+0.60aA 13.182+0.64aA 13.149+0.78aA

Ticari 7.697+0.93aB 7.970+1.25aB 7.709+1.35aB 7.958+1.43aB 8.739+1.74aB

*Yogurt tipi arasindaki farklilik biiyiik harfle, zamanlar arasindaki farklilik kiigiik harfle gosterilmistir.
Aynt harfle isaretlenmis olan ortalamalar istatistik olarak birbiri ile aynidir (p>0.05).

12 4
£ 104 @ Lgin
§' 8] B 1.haftal
O 2.haftal
5 61 O 3.hafta
41 | 4.hafta

Geleneksel Ticari
Yogurt 6rmekleri

Sekil 4.18. Liyofilize yogurt serumlarinin antioksidan aktivite sonug¢larinin
karsilastirilmasi

Gupta et al. (2009), peynirlerde antioksidan aktivitenin belli bir agamaya kadar
proteolizin derecesine bagli oldugunu ve kullanilan starter kiiltiiriin tipine gore

degistigini belirtmislerdir.

Ong et al. (2007)’ da benzer sekilde peynirlerde ACE inhibitér aktivite gosteren
biyoaktif peptit olusumunun siit liriiniiniin ¢esidine ve kullanilan suslarin proteolitik
aktivitesine gore degistigini belirtmislerdir. Yapilan farkli ¢aligmalarda da ACE
inhibitdr aktivite gosteren peptitlerin farkli peynirlerde bulundugu ve bu farkliligin da
starterin tipine ve depolama kosullarindaki farkliliga bagli oldugunu belirlemislerdir
(Gouldsworthy et al., 1996; Haileselassie, 1999; Haileselassie et al., 1999; Saito et al.,
2000; Ryhénen et al., 2001; Gupta et al., 2009).

Geleneksel yogurt ornekleri ile ticari yogurt 6rnekleri arasinda 4.2.1. ve 4.2.2.’de de

belirtildigi gibi mikrobiyolojik yiik agisindan ¢ok biiyiik farklilik bulunmaktadir.
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Ozellikle geleneksel yogurt drneklerinin koliform grubu bakteri ve maya-kiif icerigi
ticari yogurt orneklerine gore ¢ok yiiksektir. Mikroorganizma igerigine paralel olarak
antioksidan aktivite ile koliform grubu bakteri ve maya-kiif sayim sonuglar1 arasinda
korelasyon bulunmustur (p<0.01). Ayrica 4.1.3° te de gorildiigii gibi geleneksel
yogurt orneklerinin pH degerleri ticari yogurt 6rneklerine oranla daha diisiiktiir. Buna
bagl olarak antioksidan aktivite ile pH degeri arasinda negatif, % laktik asit degeri

(4.1.2.) ile pozitif korelasyon tespit edilmistir (p<0.01).

Virtanen et. al. (2007), farkli laktik asit bakteri kullanilarak fermente edilen siitlerde
antioksidan aktivite gelisimini inceledikleri ¢alismalarinda radikal giderme aktivitesi
ile proteolitik aktivite ve bakteriyel gelisme (Lb. acidophilus ve Lb. helveticus)
arasinda pozitif bir korelasyon bulmuslardir. Leuc. cremoris, Lc. lactis, Lb.
acidophilus, Lb. jensenii ve Lb. helveticus suslarinin radikal giderme aktivitelerinin
oldugunu ve lipid peroksidasyonunu onlediklerini, ABTS radikal giderme aktivitenin
proteolizin ilerlemesi ile artis gosterdigini ve genellikle fermentasyon siiresince
aktivitenin arttigini bulmuslardir. Ayrica peptit profilleri karsilastirildiginda 4-20 kDa
arasindaki bilesenlerin ABTS denemesinde daha yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigini belirlemislerdir. Lb. jensenii’ nin siit igersinde hizli gelistigini ve diger
bakterilerden daha Once yiiksek antioksidan aktivite gosterdigini belirtmislerdir.
Ayrica en diisiik proteolitik aktivite degerine sahip (hidroliz derecesi %8) olan Lb.
lactis ile fermente olan siitiin ABTS denemesinde de en diisiik antioksidan aktiviteye
sahip oldugu (0,16 mmol/L) ve benzer sekilde yiiksek proteolitik aktivite gosteren Lb.
jensenii ve Leuc. cremoris suslarinin (hidroliz derecesi %13 ve %12) gosterdigi
antioksidan aktiviteninde yiliksek oldugunu bulmuslardir. Bununla beraber Lb.
helveticus en yiiksek proteolitik aktiviteye sahip olmasina ragmen orta derecede
antioksidan aktivite gostermistir. Bu sonucta radikal giderme aktivitesinin, fermente
tiriiniin yiiksek proteolitik durumundan daha ¢ok bakterilerin kendine 6zgii proteolitik

enzimlerine bagli oldugunu gostermektedir.
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4.7.2. DPPH yontemi ile toplam antioksidan aktivite tayini

DPPH stabil, serbest bir radikaldir ve 517 nm’ de kuvvetli absorbans verir (Szabo et
al., 2007; Zhang et al., 2008; Park et al., 2008). DPPH radikali indirgendigi zaman
absorbans azalir. DPPH yontemi ile toplam antioksidan aktivite tayininde, sonuglar
ornek yok iken DPPH radikalinin gosterdigi absorbansin 6rnek ilave edildikten sonra

meydana gelen renk indirgenmesine gore hesaplanir (Bandoniené¢ and Murkovic,

2002).

Bu calismada peptitlerin antioksidan aktivite degerlerinin belirlenmesinde 3.2.6.3.’te
belirtildigi gibi literatiirde en sik kullanilan DPPH ve ABTS yo6ntemi kullanilmustir.
DPPH ile ABTS yontemlerinin radikal giderme kapasiteleri arasindaki farklilik
kismen radikallerin ¢oziiniirliigii ve reaksiyon ortamindaki yayilma giigleri arasindaki
farkliliga baghdir. DPPH yontemi, dogal gidalarda antioksidan aktivitenin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir metot olmasina ragmen hidrofilik
antioksidanlarin aktivitesinin belirlenmesinde bir smirlama bulunmaktadir. Cilinki
DPPH sadece organik c¢oziiciiler igersinde ¢oOziinebilmekte sulu ortamlarda
coziinememektedir (6zellikle alkol igeren ortamlar). ABTS™ ise organik ¢oziiciilerde
¢bziinmesinin yani sira sulu ortamlarda da ¢dziinebilmektedir. Béylece ABTS™ ile
hem hidrofilik hem de lipofilik bilesenlerin radikal giderme aktiviteleri
olciilebilmektedir (Tang et al., 2010). Bu calismada elde edilen veriler de ABTS™
metodunun suda ¢oziinen protein ve peptitlerin antioksidan aktivitesinin 6l¢iilmesinde
DPPH yontemine gore daha duyarli oldugunu gostermistir. Cizelge 4.29 ve 4.30
incelendiginde % inhibisyon ve ICsy degerleri arasinda 4 haftalik depolama
periyodunda bazi degerlerde oransiz degisimler goriilmektedir. Bu durum analiz
sirasinda meydana gelen bulanikliktan kaynaklanmistir. Bu bulanikliktan dolay1
goriilen sapmalar nedeni ile peptit analizlerinde sadece ABTS yontemi kullanilmis
DPPH yonteminin uygun olmadigi belirlenmistir. Chen et al. (2003), az yaglh siit
fraksiyonlarinda, siit ve peyniralti suyu proteinlerinin toplam antioksidan aktivitesinin

belirlenmesinde ABTS yonteminin daha kullanigh oldugunu belirtmislerdir.
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Cizelge 4.29.” da geleneksel ve ticari yogurt 6rneklerinin depolama siiresince DPPH

yontemi ile toplam antioksidan aktivitesine ait inhibisyon degerleri goriilmektedir.

Cizelge 4.29. Liyofilize yogurt serumlarinin depolama siiresince inhibisyon degerleri

(%)
Yogurt | mg/mL | 1.giin 1.hafta 2.hafta 3.hafta 4 hafta
125 A3ATSL1.42 | 45.08551.62 | 49.244£0.99 | 47.73240.12 | 46.597+0.85
Y1 6.25 38.280+2.18 | 40.170+2.12 | 30.435+5.57 | 39.981+1.67 | 32.703+6.87
125 42.15543.56 | 47.448+121 | 44.8022.24 | 54.820£6.36 | 20.000+5.95
Y2 6.25 31.00241.23 | 32.703+0.87 | 14.367+3.89 | 25.520:2.67 | 15.208+5.86
125 1 75.0471.76 | 84.87743.80 | 84.688+2.86 | 83.5541.94 | 75.8033.73
Y3 6.25 412104043 | 39.887+0.34 | 44.4230.79 | 32.51443.86 | 25.142+4.25
12.3 58.601:7.34 | 75.803+5.86 | 70.888+1.67 | 75.8033.23 | 74.480+5.23
Y4 025 1345044303 | 372404143 | 22.117+7.21 | 27.032+4.23 | 39.698+2.56
12.3 62.53346.32 | 68.24243.12 | 79.962+3.12 | 81.664+2.11 | 89.0363.11
Y3 6.25 40.076:0.92 | 41.966:2.32 | 45.558+2.44 | 50.095:1.23 | 28.922+5.32
12.3 55.38843.12 | 442342213 | 44.61243.11 | 52.5523.23 | 45.7471.22
Y6 6.25 349724111 | 26.465£2.56 | 27.22122.43 | 25.142£1.11 | 36.673+1.45
123 429114234 | 39.50940.67 | 40.643£0.34 | 43.667£0.12 | 45.369+0.34
Y7 6.25 28.92240.45 | 27.5990.99 | 28.922+0.67 | 27.788£0.56 | 27.977+0.43
12.3 65217:0.89 | 67.2970.56 | 63.89420.56 | 66.163£0.94 | 66.352:0.78
Y8 6.25 40.454£0.67 | 40.265:0.65 | 36.673£1.78 | 33.648£3.45 | 41.021+2.56
12.3 58.223:4.23 | 527414245 | 50.675:3.12 | 44.99125.33 | 49.716+3.56
YO 6.25 344055532 | 25.1424123 | 24.768+0.56 | 26.465£2.13 | 27.599:2.15
125 | 65.406+4.59 | 49.338+1.13 | 49.346+1.57 | 50.85142.13 | 57.656+3.45
Yo 16235 36.295:4.56 | 25.52041.57 | 25.468+1.34 | 27.977+1.36 | 28.166+1.59
125 1 417774245 | 32.514£135 | 24.764+1.45 | 31.19120.94 | 43.856:1.23
Yit 623 31.94760.45 | 204354532 | 11.928+5.89 | 20.794+2.12 | 20.416+2.35
12.3 55.009£0.69 | 51.796:0.48 | 35.728+4.78 | 40.832+3.69 | 56.522+0.23
Y2 1625 277884245 | 39.698+5.34 | 25.14242.34 | 30246:4.69 | 29.49042.13
125 1 38.185:4.25 | 40.265£4.23 | 38.3472.69 | 29.868+1.23 | 39.112+1.98
Y3 1625 32.703+134 | 27.41041.99 | 25.564+1.66 | 15.142£1.59 | 26.922+0.55
125 1 3930540.12 | 30435:0.57 | 44.423£097 | 28.733+2.45 | 31.002+2.34
Yi4 1625 287334239 | 20.605:3.78 | 26.654+0.34 | 22.495£0.70 | 5.860+3.89
125 13553943.45 | 38.94122.56 | 50.8511.68 | 50.756+0.90 | 50.657+0.59
Yis o] 6.2 24.197+1.67 | 20.79420.97 | 25.898+0.78 | 25.675:0.99 | 25.789+1.49
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Cizelge 4.29. (devam)

125 197.03020.68 | 25.343+1.48 | 26.465£1.59 | 34.405:4.54 | 27.788+2.48
i 623 12.854£0.57 | 12.65620.68 | 11.720+4.59 | 23.062£1.59 | 15.142:1.80
125 1 453342.50 | 42.9114432 | 50.4733.59 | 53.11941.20 | 47.070+2.10
Y2 )62 28355:0.12 | 25.45643.49 | 32.7031.39 | 27.22123.11 | 29.112¢1.11
125 1 30.698:0.90 | 43.66740.65 | 43.856+0.39 | 38.94120.40 | 42.911+1.49
Y3 1625 27.03240.79 | 28.5440.59 | 27.2210.99 | 28.355:0.40 | 26.465+1.33

Liyofilize yogurt serumlarma ait ICsyp (mg/mL) degerleri Cizelge 4.30.’da

sunulmustur.

Cizelge 4.30. Liyofilize yogurt serumlarinin depolama siiresince ICsy (mg/mL)
degerlerindeki degisim

Yogurt 1.giin 1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta
Yl

20.340 18.750 12.751 14.329 14.030
Y2

16.896 13.582 13.567 11.472 13.567
Y3

7.874 7.655 7.116 8.391 9.317
Y4

10.261 8.318 9.823 9.193 8.101
Y5

9.012 8.161 7.057 6.231 8.441
Y6

10.851 14.528 14.436 11.918 15.430
Y7

15.667 18.006 17.490 14.993 14.164
Y8

8.650 8.501 9.310 9.393 8.466
Y9

10.342 11.879 14.461 14.190 12.580
Y10

9.192 12.673 12.673 12.268 10.877
Y11

17.728 21.547 24.788 23.807 14.138
Y12

11.350 11.573 20.926 17.912 10.992
Y13

25.971 17.233 18.197 21.044 17.690
Y14

43.254 24.940 14.461 33.807 17.223
Y15

20.469 16.309 12.287 12.287 15.194
TY1

22.625 22.625 22476 21.094 23.477
TY2

15.792 15.038 12.334 11.747 13.520
TY3

17.584 15.117 14.808 19.029 15.194
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Nishino et al. (2000), 1s1 uygulamasinin yagsiz siitin DPPH radikal giderme
aktivitesini artirdigin1 ve Lb. casei Shirota susu ile fermente edilmesi ile aktivitenin
daha da arttifin1 bulmuslardir. Fermentasyon sirasinda kazeinin hidroliz olmasinin
radikal giderme aktivitesinin artmasina neden olan faktorlerden bir tanesi oldugunu

belirtmisglerdir.

Kudoh et al. (2001), yaptiklar1 bir ¢alismada Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ile
fermente edilmis siitte x-kazein kaynakli peptitlerde DPPH serbest radikal giderme
aktivitesine rastlamiglardir. Bu peptit k-kazeinin 96—106 fragmenti olup, amino asit

dizilimi Ala—Arj—His—Pro—His—Pro—His—Leu—Ser—Phe—Met’ dir.

Liu et al. (2005), fermente olmus soya siitiiniin DPPH radikal giderme aktivitesinin
fermente olmamus siite oranla daha yiiksek oldugunu ve bu siitlere kefir taneleri ilave
edilip fermente edildiginde DPPH radikal giderme aktivitesinin arttigini, kefir
tanelerinin aktivitesi sonrasinda siite ve soya siitiine antioksidan ozellikler gdsteren
bilesiklerin gectigini belirtmislerdir. McCue and Shetty (2005) ise benzer sekilde
soya siitiinden kefir taneleri kullanarak yogurt iiretmisler ve DPPH radikal giderme
aktivitesindeki artis1 fenolik bilesenlerdeki hareketlilige baglamiglardir (Smet et al.,
2008).

Gomez-Ruiz et al. (2008), koyun siitiiniin kazein fraksiyonlarinda sindirim sistemi
enzimleri ile sindirim Oncesi ve sonrasinda antioksidan aktivite miktarlarindaki
degisimi belirlemislerdir. Biitiin fraksiyonlarda (6zellikle k-kazein fraksiyonunda)
enzimatik hidrolizin antioksidan aktiviteyi artirdigin1 bulmuslardir. k-Kazein
fraksiyonunun hidrolizi ile elde edilen His-Pro-His-Pro-His-Leu-Ser-Phe (f 98-105)

olarak tanimlanan peptidin 6zellikle bu aktiviteden sorumlu oldugunu belirtmislerdir.

Zainoldin and Baba (2010), sade yogurdu farkli meyvelerle zenginlestirmisler ve
DPPH yontemi ile toplam antioksidan aktivite miktarlarini tespit etmislerdir.
Calismada meyve ile zenginlestirilmis yogurtlarin kontrol (sade) yogurduna gore

inhibisyon degerlerinin daha yiliksek oldugunu, meyveli yogurtlarin inhibisyon
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degerlerinin  %19.16-45.74 arasinda degistigini ve en yiiksek etkiyi dragon

meyvesinin gosterdigini belirtmislerdir.

4.8. Yogurtlarin Liyofilize Serumlarindan Ters faz-HPLC ile Peptit Eldesi

Liyofilize yogurt serumlar1 3.2.6.1.°de belirtildigi gibi HPLC analizi igin
hazirlanmistir. Fraksiyonlar Sekil 4.19.’da goriildiigii gibi kodlanmistir. En yiiksek
aktiviteyi gosteren fraksiyonlar daha sonraki caligmalarda kullanilmak iizere
secilmistir.
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Sekil 4.19. HPLC analizinden elde edilen kromatogramlarin kodlanmasi

Sekil 4.20.” de Y13 yogurdunun 4. hafta 6rnegine ait kromatogram goriilmektedir.
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Sekil 4.20. Y13 yogurdunun 4. hafta 6rnegine ait kromatogram

Yogurtlarin serumlari ile skim milk arasindaki farkliligir gérebilmek amaci ile % 10’
luk skim milk hazirlanmis, 0.45 um capl filtreden gegirilerek HPLC kolonuna ayni
sartlarda enjekte edilmistir. Skim milk’> e ait kromatogram Sekil 4.21." de

goriilmektedir.
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Sekil 4.21. Skim milk’ e ait kromatogram

Liyofilize yogurt serumlarinin depolama siiresince peptit profillerinde meydana gelen
degisimi gorebilmek amaci ile 1. giin ve 4. haftasina ait 6rnekler HPLC analizine tabi
tutulmuglardir. Sekil 4.22. ve Sekil 4.23.” te Y1 6rneginin, Sekil 4.24. ve Sekil 4.25.”

te Y7 orneginin 1. glin ve 4. haftasina ait kromatogramlar goriilmektedir.
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Sekil 4.22. Y1 6rneginin 1. giin ve 4.haftasina ait kromatogram
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Sekil 4.23. Y1 6rneginin 1. giin ve 4.haftasina ait kromatogram
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Sekil 4.24. Y7 6rneginin 1. giin ve 4.haftasina ait kromatogram
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Sekil 4.25. Y7 6rneginin 1. giin ve 4.haftasina ait kromatogram

Kazein ve serum proteinlerinin 3.2.7.” de belirtilen HPLC sartlarinda alikonma
stirelerinin belirlenmesi i¢in B- Lg (Sigma), a-La (Sigma), k-kazein (Sigma), B-kazein
(Sigma), ve a-kazein (Sigma) standartlart HPLC analizine tabi tutulmustur. Sekil

4.26.-Sekil 4.31.” de standartlara ait kromatogramlar goriilmektedir.
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Sekil 4.26. B-laktoglobuline ait kromatogram Sekil 4.27. a-laktalbumine ait kromatogram
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Sekil 4.28 .x-kazeine ait kromatogram Sekil 4.29. B-kazeine ait kromatogram
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Sekil 4.30. a-kazeine ait kromatogram Sekil 4.3 1. p-laktoglobuline (siyah), a-laktoalbumine
(pembe), k-kazeine (mavi), B-kazeine
(kahve), a-kazeine (yesil) ait
kromatogramlarin gosterimi

Liyofilize yogurt serumlarinin depolanma siirecinde % laktik asit (4.1.2.), pH (4.1.3.),
proteolitik aktivite (4.3.) ve antioksidan aktivite (4.7.) degerlerinde degisimler
gozlense de yogurt ornekleri arasindaki kromatogramlarin benzer oldugu, depolama

stiresince degisimin pik alanlarinda kantitatif farklilik gosterdigi belirlenmistir.

Papadimitriou et al. (2007), yogurt kiiltiirii ve yogurt kiiltiiriine ilave Lb. paracasei
ssp. paracasei DC412 susunu igceren geleneksel ve probiyotik koyun yogurdunu 26
giinlik depolanmasi sirasinda inceledikleri ¢aligsmalarinda yogurt 6rneklerinin suda
¢Oziiniir ekstraktlarinin peptit profilinin birbiri ile benzer oldugunu, fakat bazi
piklerin alanlarinda kantitatif farkliliklarin gdézlendigini belirtmislerdir. Ayrica
probiyotik yogurdun suda c¢oziiniir ekstraktinda cogu pikin depolamanin ikinci
giiniinde oldugunu belirtmislerdir. Depolama siiresince piklerin yiiksekligi artmis

fakat kromatografik profilde 6nemli bir degisiklik goriillmemistir.
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4.8.1. Peptitlerin antimikrobiyel 6zelliklerinin belirlenmesi

Peptitlerin antimikrobiyel 6zelliklerinin belirlendigi 6n denemelerde agar difiizyon ve
kuyucuk difiizyon testleri kullanilmis. Yontemler arasinda farklilik goriilmemesi
nedeniyle kuyucuk difiizyon yontemi tercih edilmistir. 4.6.” da belirtildigi gibi
liyofilize yogurt serumlarinda antimikrobiyel aktivite tespit edilmemesine ragmen
ornekler 4.8 de gosterildigi gibi fraksiyonlanmis ve elde edilen peptit
fraksiyonlarina 3.2.6.2.” de belirtildigi gibi antimikrobiyel deneme yapilmistir. Sekil

4.32.’de ve 4.33.’te antimikrobiyel deneme yontemlerine ait fotograflar sunulmustur.

Sekil 4.32.Agar difiizyon yontemi ile Sekil 4.33. Kuyucuk difiizyon yontemi ile
antimikrobiyel deneme antimikrobiyel deneme

Chatterton et al. (2006), B-Lg’ nin tripsin ile proteolitik olarak parg¢alanmasi ile agiga
¢ikan 4 peptidin (f15-20, £25-40,f78-83 ve 92-100) Gram-pozitif bakterilere karsi
antimikrobiyel etkisi oldugunu belirlemislerdir.  Peptitlerin  amino  asit
kompozisyonunun degismesi ile bakterisit etkinin arttigi ve Gram-negatif (Orn:
E.coli) mikroorganizmalar iizerinde de etkili oldugunu ifade etmiglerdir.
Aragtirmacilar, B-Lg’ nin in vivo kosullarda pankreas endopeptidazlari ile kismi

sindirimi sirasinda da bu antimikrobiyel etkinin goriilebilecegini belirtmislerdir.
Yapilan farkli caligmalarda benzer antimikrobiyel etkinin a-La ve B-Lg’ nin pepsin,

tripsin, kimotripsin gibi enzimler ile parcalanmasi sonrasinda da goriildiigi

belirtilmektedir (Pihlanto-Leppila et al., 1999; Pellegrini et al., 1999, 2001).
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4.9. Secilen yogurt ornekleri ile ileri fraksiyonlama denemesi

Bolim 3.2.8.° de belirtildigi gibi yogurt Ornekleri kiimeleme analizine tabi
tutulmustur. Sekil 4.34. te kiimeleme analizine ait dendrogram goriilmektedir.
Burada 1’den 15’ e kadar numaralanan yogurt drnekleri sirasiyla Y1° den Y15’ e
kadar geleneksel yogurt o6rneklerini, 16 dan 18’ e kadar numaralanmis 6rnekler ise

strastyla TY1, TY2 ve TY3’ e ait ticari yogurt 6rneklerini simgelemektedir.

Dendrogram
Tekli baglamm, Oklit mesafe
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Yogurt drmekleri

Sekil 4.34. Geleneksel ve ticari yogurt 6rneklerinin kiimeleme analizine ait
dendrogram

Kiimeleme analizi sonrasinda Y3, Y11, Y13 ve TY2 olarak kodlanmis yogurt

ornekleri secilmis ve ileri fraksiyonlama ve antioksidan aktivite denemelerine bu

orneklerde devam edilmistir.
Sekil 4.35. ve Sekil 4.36.°da Y3, Y11, YI3 ve TY2 yogurtlariin liyofilize

serumlarina ait kromatogramlar goriilmektedir. Sekil 4.36." da gorildigi gibi

yogurtlarin liyofilize serumlar1 gorsel olarak birbirine ¢ok benzemektedir.
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Sekil 4.35. Y3, Y11, Y13 ve TY2 yogurtlarinin liyofilize serumlarina ait
kromatogramlarin gdsterimi
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Sekil 4.36. Y3 (pembe), Y11 (siyah), Y13 (mavi) ve TY2 (kahve) yogurtlarinin
liyofilize serumlarina ait kromatogramlarin toplu gosterimi

Y3, Y11, Y13 ve TY2 yogurtlarinin 4 haftalik depolanmasi siiresince ABTS yontemi
ile antioksidan aktivitedeki degisim Sekil 4.37.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.37. Kiimeleme analizi sonrasinda se¢ilen yogurt 6rnekleri Y3, Y11, Y13 ve
TY2’ nin liyofilize serumlarinin ABTS yontemi ile antioksidan aktivite
degerlerinin depolama siiresince degisimi (mM troloks/g 6rnek)

4.9.1. Y3, Y11, Y13 ve TY2 yogurtlarimin HPLC fraksiyonlarinin ABTS yontemi

ile toplam antioksidan aktivite tayini

Y3, Y11, Y13 ve TY2 yogurtlarinin HPLC fraksiyonlarinin (F1-F6) ABTS yontemi
ile antioksidan aktivite degerleri Cizelge 4.31.” de bu degerlere ait grafik gosterimi ise

Sekil 4.38.” de sunulmustur.

Cizelge 4.31." de ve Sekil 4.38.’de goriildiigii gibi antioksidan aktivite agisindan F2
kodlu fraksiyonun en yiiksek degere sahip oldugu goriilmektedir. F3, F4 ve F5 kodlu
fraksiyonlarda da antioksidan aktivite nispeten yiiksek bulunmustur. Bu
fraksiyonlardaki en yiiksek aktiviteye sahip peptitin belirlenebilmesi amaciyla aktif
fraksiyonlar HPLC’ de tekrar analize alinmistir. Bu amagla toplam kromatogramin
20-60 dakikalar arast 1,33° er dakika araliklarla ileri fraksiyonlanmis ve liyofilize
edilmistir. Liyofilize 6rneklere 3.2.6.3.1." de belirtildigi gibi ABTS yontemi ile
antioksidan aktivite tayini yapilmistir. Cizelge 4.32. de TY2 Ornegine ait

fraksiyonlarin antioksidan aktivite degerleri goriilmektedir.
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Cizelge 4.31. Y3, Y11, Y13 ve TY2 yogurtlarinin HPLC fraksiyonlarinin (F1-F6)
ABTS yontemi ile antioksidan aktivite degerleri (mM troloks/g liyofilize 6rnek)

mM troloks / g 6rnek
Fraksiyon | Y3 Y11 Y13 TY2
Fl 154.1145.12 136.24+12.21 109.15+13.21 105.47+12.21
F2 2436.62+4.25 2648.32+6.32 2782.40+15.68 2741.95+13.12
F3 1622.28+12.22 2036.18+5.27 2050.10+20.45 1594.30+32.12
F4 2416.88+32.44 2434.04+13.67 1318.58+12.46 2001.22+23.42
F5 1532.30+£23.21 1523.50+24.64 1517.59+34.39 896.38+23.56
F6 460.72+12.21 597.23+23.56 425.25+20.18 594.99+12.34
3000
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Sekil 4.38. Y3, Y11, Y13 ve TY2 yogurtlarinin HPLC fraksiyonlarinin (F1-F6)
antioksidan aktivite degerlerinin grafik ile gosterimi
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Cizelge 4.32. TY2 yogurdunun liyofilize serumunun ileri fraksiyonlanmasi ile elde
edilen peptitlerin ABTS yontemi ile antioksidan aktivite degerleri

(mM troloks / g 6rnek)

Fraksiyon | (mM troloks / g 6rnek) Fraksiyon | (mM troloks / g 6rnek)
F2.1 349.784+23.12 F3.1 980.104+12.46

F2.2 2812.992+12.35 F3.2 667.654+11.10

F2.3 2463.892424.21 F3.3 1063.386+12.13

F2.4 666.028+23.57 F3.4 1501.643+32.67

F2.5 1615.899+20.54 F3.5 1477.628+16.43

F2.6 838.182+12.45 F3.6 1251.694+17.54

F2.7 463.841£19.43 F3.7 1783.261+23.54

F2.8 273.462+16.23 F3.8 1763.297+22.23
Fraksiyon | (mM troloks / g 6rnek) Fraksiyon | (mM troloks / g 6rnek)
F4.1 419.399+23.11 F5.1 1045.588+12.34

F4.2 561.897+14.43 F5.2 457.595422.56

F4.3 2157.346+32.22 F5.3 710.949+22.32

F4.4 1986.675+23.65 F5.4 368.745+15.32

F4.5 1388.014+22.22 F5.5 514.837+24.45

F4.6 1473.179+23.25 F5.6 719.420+32.12

F4.7 705.615+10.15 F5.7 219.271+£11.34

Cizelge 4.32.° de belirtilen veriler dogrultusunda F2.2, F2.3, F2.5, F3.4, F3.7, F4.3 ve

F4.4 olarak kodlanmis fraksiyonlarin antioksidan aktivitesi yliksek bulunmustur.

Yapilan ¢alismalarda; Lb. acidophilus, Lb. bulgaricus, S. thermophilus, Bf. longum
gibi laktik asit Dbakterilerinin antioksidan aktivitesinin bulundugu ve bu
mikroorganizmalarin  reaktif oksijen molekiillerini giderme ve indirgeme
yeteneklerinin oldugu belirlenmistir. Ayrica yogurt bakterileri olan S. thermophilus
and Lb. delbrueckii ssp.bulgaricus’ un linoleik asit peroksidasyonunu oOnleyerek
antioksidan etki gosterdigi ve in vivo kosullarda disiik yogunluklu lipoprotein

oksidasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir (Lin and Yen,1999; Jiménez et al., 2008).
Tsai et al. (2008), siitii S. thermophilus ve Lb. bulgaricus ile 5 saat siiresince 43°C” de

fermente ettikleri calismalarinda, fermentasyonun baslangicinda bir proteaz olan

flavorzim enzimi ilave etmislerdir. Calismanin sonucunda 5 saatlik fermentasyon
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stiresince ¢Oziinilir protein miktar1 4,9’ dan 57,4 mg/g’ a; peptit igerigi 2,1’den 32,8
mg/g’a artmis; ACE inhibitor aktiviteye ait 1Csy 0,708’ den 0,266 mg/mL’ ye
diismiistiir. ACE inhibitor aktiviteyi gosteren peptidin amino asit dizilimi Tyr-Pro-

Tyr-Tyr ve ICsy” degeri 90,9 uM’ olarak belirlenmistir.

Fermente siit iriinlerinin  antikarsinojenik  aktivitesinin  laktik  kiiltiirlerin
antimutajenik bilesenler {liretmesine bagli oldugu disiiniilmektedir. Lb. bulgaricus
IFO 3533, Lc. lactis 1FO 12546 kullanilarak yapilan c¢alismalarda bu
mikroorganizmalarla fermente olan siitlerin antimutajenik etkisi bulundugu
belirlenmistir. Fermentasyon sirasinda olusan metabolitlerin antioksidan gibi
davrandigi ve mutajen etkiyi kimyasal antagonizm iliskisi icersinde indirgedigi
diistiniilmektedir. Benzer ¢aligmalar da siitiin fermentasyonu sirasinda antimutajenik

bilesenlerin iiretildigini gdstermektedir (Bodana and Rao, 1990).

De Noni and Cattaneo (2010), ticari siit iirlinlerinde f-kazomorfin 5 ve B-kazomorfin
7’ nin varhigin1 ve sonrasinda in vitro sindirim sistemi denemesi ile parcalanma
diizeylerini aragtirdiklar1 ¢alismalarinda siit iiriinlerinin hi¢birinde B-kazomorfin 5° e
rastlamamuslardir. B-kazomorfin 7 ise bazi peynir ¢esitlerinde mevcutken digerlerinde
sindirim sistemi denemesinden sonra ortaya c¢ikmustir. Calismada 2 yogurt 6rnegi
tiretimlerinin  30. giiniinde analize alinmigtir. Yogurt Orneklerinin iiretiminde
kullanilan Lb. delbruekii ssp. bulgaricus ve S. thermophilus karisik kiiltiiriiniin
proteolitik aktivitesinin yliksek olmasina ragmen her iki yogurt 6rneginde de [3-
kazomorfin 5 ve B-kazomorfin 7’ ye rastlanmamistir. Benzer sonuglar Kahala et al.,

(1993)’ un caligmalarinda da goriilmiistiir.

Fermente siitlin insan hayatin1i olumlu olarak etkiledigine dair yapilan klinik bir
caligmada kegi siitii Lb. fermentum ME-3 ile fermente edilmis ve saglikli bireylerin
bir kism1 giinde 150 g fermente olmamus siitii bir kismi ise fermente siitii 21 giin
siiresince tiiketmislerdir. Sonugta fermente siit tiiketiminde kanin antioksidan
aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir. Ayrica lipoprotein fraksiyonlarinin oksidasyona
dayanikliligr artmis, peroksit lipoproteinlerinin, LDL kolesteroliiniin miktar1 ve

glutation redoks oran1 azalmistir (Kullisaar et al., 2003).
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Candida cardunculus’ dan elde edilen proteazlar ile iiretilen peynirlerde ACE
inhibitor ve antioksidan aktivite gosteren peptitlere rastlanmistir. Bu peptitlerden (-
kazeinden elde edilen; Tyr-Gln-Glu-Pro, Val-Pro-Lys-Val-Lys, Tyr-Gln-Glu-Pro-
Val-Leu-Gly-Pro ve ag-kazeinden elde edilen; Arg-Pro-Lys, Arg-Pro-Lys-His-Pro-
Ile-Lys-His ACE-inhibitor aktivite gosterirken; B-kazeinden elde edilen Tyr-Gln-Glu-
Pro-antioksidan aktivite gostermistir (Silva et al., 2006).

Hernandez-Ledesma et al. (2007b), B-Lg tiirevli peptitlerin tamaminda antioksidan
Ozelliklere rastlamis ve oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) degerlerinin
4.45 ile 7.67 pmol troloks esdegeri/umol peptit arasinda degistigini bulmuglar ve
antioksidan aktivite 6zelliginden Trp, Tyr, ve Met amino asitlerinin pozisyonunun

etkili oldugunu belirtmislerdir.
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5. SONUC

Bu arastirmada elde edilen sonug ve Oneriler;

1-Ulkemizde geleneksel olarak iiretilen yogurtlar yaygm bi¢imde tiiketilmektedir.
Ancak calismamizda geleneksel yogurt 6rneklerinin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik
acidan yetersiz oldugu standarda ve kodekse uygun olmadig1 belirlenmistir. Ozellikle
maya-kiif ve koliform grubu bakteriler izin verilen smnirlarin iizerinde tespit
edilmistir. Ticari yogurtlar ise standarda ve kodekse uygun bulunmustur.

Oneri: Yogurt iiretimi sirasinda hijyenik kaliteye gereken 6zen gosterilmelidir.
Uretim sirasinda mayalama sicakligi, inkiibasyon sicakligi ve siiresi, muhafaza ve
depolama sartlarina 6zen gosterilmesi gerekmektedir. Ayrica biyoaktif peptit liretme
ozelligine sahip suslarin yogurt iiretiminde starter olarak kullanilmas1 besleyici degeri

yliksek olan yogurdun fonksiyonel 6zelliginin artmasini saglayacaktir.

2- Yapilan gesitli aragtirmalarda Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ve S. thermophilus’
un proteoliz sistemleri ayrintili olarak incelenmis ve sustan susa proteolitik
aktivitenin degistigi belirlenmistir. Bu c¢alismada yogurt fermantasyonu sirasinda
meydana gelen proteolitik parcalanmanin antimikrobiyel peptitlerin olusumu igin
yetersiz oldugu belirlenmistir.

Oneri: Siitiin, proteolitik mikroorganizmalar ya da mikroorganizmalardan elde edilen
proteolitik enzimler kullanilarak fermente edilmesi sonucu biyoaktif peptitler ortaya
cikmaktadir. Bu acidan siit iriinlerinde kullanilacak starter kiiltiirlerin proteoliz

metabolizmalarinin arastirilmasi gerekmektedir.

3-Liyofilize yogurt serumlar1 ve HPLC fraksiyonlarindan elde edilen peptitlerin
Micrococcus luteus, Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica’ ya kars1 antimikrobiyel aktivitesi aragtirilmis, fakat kuyucuk
difiizyon testi sonucunda herhangi bir zon elde edilememistir. Yogurt fermantasyonu
sirasinda meydana gelen proteolitik parcalanmanin antimikrobiyel peptitlerin

olusumu i¢in yetersiz oldugu belirlenmistir.
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Oneri: Yogurttan antimikrobiyel peptit eldesi ile ilgili bir calisma
bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismalarin cogunda sut proteinlerinin enzimatik
olarak hidroliz edilmesi ile peptitlerin aciga ¢ikmasi saglanmis ve 6zellikleri
belirlenmistir. Yogurttan antimikrobiyel peptit elde edebilmek i¢in enzimatik
bir reaksiyon gerceklesmesi gereklidir. Bu nedenle yogurdun gastrointestinal
sistemde oldugu gibi sindirim sistemi enzimleri ile hidroliz edilerek
antimikrobiyel peptit olusup olusmadigi belirlenmelidir. Laktik asit bakterileri
tiretmis olduklar1 c¢esitli metabolitler nedeni ile gida koruyucusu olarak
kullanilmaktadir. Bu bakterilerin koruyuculuk 6zelligi olusturduklar1 organik asit,
diasetil, asetoin, hidrojen peroksit, antibakteriyel peptitler ve bakteriyosinler gibi ¢ok
cesitli antimikrobiyal bilesikleri {iiretebilme kapasitesine sahip olmalarindan
kaynaklanmaktadir (Dinger vd., 2010). Yogurtlarimizda antimikrobiyel ozelligin
olusmamasi kullanilan suglarin bakteriyosin iiretim yetenekleri ve diger metabolit
tiriin miktarlarinin yeterli olup olmamasina baglhidir. Bu nedenle starter olarak

kullanilacak suglarin bu 6zelliklerinin belirlenmesi gereklidir.

Son yillarda tizerlerinde yogun olarak ¢alisilmaya bagslanan ve antibiyotiklere direngli
birgok mikroorganizmaya karsi etkili bulunan antimikrobiyel peptitlerin gelecekte
yeni ve etkili bir antibiyotik grubu olarak digerlerinin arasinda ilk siralarda yer
alacag1 diisiinlilmektedir. Ayrica gelecekte fermente siit iiriinlerinden biyoaktif
peptitlerin, membran teknolojileri ve kromatografik yontemler ile zenginlestirilip
ayrilmasi bunlarin fonksiyonel gidalarin i¢inde katki olarak kullanilabilmesi a¢isindan

da Onemli bir alan olacaktir.

4-Calismada liyofilize yogurt serumlar1 ve HPLC fraksiyonlarindan elde edilen
peptitlerin antioksidan aktivite degerleri belirlenmistir. Geleneksel yogurtlarin
liyofilize serumlarinin  antioksidan aktivitesi ticari yogurtlarin liyofilize
serumlarindan daha yiiksek bulunmustur. Ticari 6rneklerde ortalama 7.697-8.739 mM
troloks/g olarak degisen bu deger geleneksel drneklerde 10.115-13.182 mM troloks/g
arasinda degismistir. Secilen yogurt 6rneklerinin HPLC’ de fraksiyonlarina ayrilmasi

ile elde edilen peptitlerin antioksidan aktivite degerleri yaklasik 10-200 kat arasinda
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artmistir.  Yogurt oOrneklerinin tamaminda en yiliksek antioksidan aktiviteyi F2
fraksiyonu gostermistir. Secilen yogurt drneklerinde F2 fraksiyonunun gosterdigi

antioksidan aktivite degeri 2436.62-2782.40 mM troloks/g arasinda degismistir.

Ileri fraksiyonlama denemesi ile F2.2, F2.3, F2.5, F3.4, F3.7, F4.3 ve F4.4 olarak
kodlanmis fraksiyonlarin antioksidan aktivitesi yiliksek bulunmustur. Bu degerler
sirastyla 2812.992, 2463.892, 1615.899, 1501.643, 1783.261, 2157.346, 1986.675
mM troloks/g’ dir.

Oneri: Yogurtlarda goriilen diisiik antioksidan aktivitenin arttirilmasi, fraksiyonlara
ayrilma ile miimkiin olmustur. Diisiik molekiiler agirliklarina bagh olarak peptitler
proteinlerden daha reaktiftir ve gidalarin igeriginde bulunan diger bilesenlerle
reaksiyona girebilmekte ve antioksidan ozellikler gostermektedirler. Antioksidan
aktivitesi yiiksek olan bu fraksiyonlardan elde edilen peptitlerin fonksiyonel {iriin

gelistirmek lizere gida katki maddesi olarak kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.
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EKLER

EKI1. Besiyerlerinin hazirlanmasi

V4 kuvvetinde Ringer ¢ozeltisi (Merck):

NaCl :225¢
KCl 10,105 g
susuz CaCl, 10,06 g
NaHCO; :0,05¢g
Destile su : 1000 mL

121 C°’ de 15 dakika steril edilir.

Eosin Metilen Blue (EMB) Agar (Merck):

Pepton :10,0 g
K,HPO, :20¢g
Laktoz :50¢g
Sukroz 50¢g
Eosin Y saris1 104 g
Metilen mavisi 10,07 g
Agar agar :135¢
Destile su : 1000,0 mL
pH 7,1+0,2

Maddeler destile suda ¢oziiliir, 121°C” de 15 dakika sterilize edilir ve 45-50°C” ye

sogudugunda steril petri kutularina dokiiliir.

Patates Dekstroz Agar (PDA) (Merck):

Patates 0zl :40¢g
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D (+) glukoz :20,0 g

Agar agar :150¢g
Destile su : 1000,0 mL
pH 5,6+0,2

Maddeler destile suda ¢oziiliir, 121°C’ de 15 dakika sterilize edilir, besiyeri pH’ sin1
3,5’ e ayarlamak icin litreye 14 mL % 10 luk steril laktik asit ¢ozeltisi besiyeri

sicaklig1 45-50°C” ye sogudugunda katilir ve steril petri kutularina dokiiliir.

Plate Count Skim Milk Agar (PCSMA):

Kazein peptonu :50¢g
Maya ekstrakti :25¢g
Skim milk tozu

(inhibitdr icermeyen) :1,0g

D (+) glukoz :1,0g

Agar agar 0105 ¢
Destile su : 1000,0 mL
pH 7,0+0,2

Maddeler destile suda ¢oziiliir, 121°C’* de 15 dakika sterilize edilir ve 45-50°C’ ye

sogudugunda steril petri kutularia dokiiliir.

M17 Agar (Merck):

Soya peptonu :50¢g
Et peptonu :25¢g
Kazein peptonu :25¢g
Maya ekstrakti :25¢g
Et ekstrakti :50¢g
Laktoz mono-hidrat :50¢g

Askorbik asit :05¢g
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Sodyum B-gliserofosfat  : 19,0 g

Magnezyum siilfat 1025 ¢
Agar agar 212,75 g
Destile su : 1000,0 mL
pH 7,2+0,2

Maddeler destile suda ¢oziiliir, 121°C” de 15 dakika sterilize edilir ve 45-50°C” ye

sogudugunda steril petri kutularina dokiiliir.

MRS Agar (Merck):

Kazein peptonu :10,0 g
Et ekstrakti :10,0 g
Maya ekstrakti :40¢g
D (+) glukoz :20,0 g
KLoHPO4 :20¢g
Tween 80 :1,0g
Diamonyum hidrojen sitrat : 2,0 g
Sodyum asetat :50¢g
MgSOq4 :02¢g
MnSOy 10,04 g
Agar agar :140¢g
Destile su : 1000,0 mL
pH 5,7+0,2

Maddeler destile suda ¢oziiliir, 121°C* de 15 dakika sterilize edilir ve 45-50°C’ ye

sogudugunda steril petri kutularina dokiiliir.

Nutrient Broth (Merck):
Et peptonu :50¢g
Et ekstrakti :30¢g
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Destile su : 1000,0 mL
pH 7,0+0,2

Maddeler destile suda ¢oziiliir, 121°C’* de 15 dakika sterilize edilir ve 45-50°C’ ye

sogudugunda steril petri kutularina dokiiliir.

Mueller-Hinton Broth (Merck):

Et inflizyonu :20¢g
Hidrolize kazein :175¢
Nisasta :1,5¢g
Destile su : 1000,0 mL
pH 7,4+0,2

Maddeler destile suda ¢oziiliir, 121°C” de 15 dakika sterilize edilir ve 45-50°C” ye

sogudugunda steril petri kutularina dokiiliir.
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EK2. Cozeltilerin hazirlanmasi

OPA c¢ozeltisi

7.620 g di sodyum tetra borat dekahidrat ve 200 mg sodyum dodesil siilfat 150 mL
deiyonize suda ¢oziilmiistiir. Oncelikle biitiin maddelerin ¢dziinmesi saglanmustir. 160
mg OPA (Sigma) 4 mL etanol icersinde ¢oziindiiriilmiistiir. Yukarda bahsedilen iki
¢ozelti birbiri ile kanistirilmistir. Karigima 176 mg dithiothreitol (DTT) (Sigma) su

ekleyerek ve calkalayarak ilave edilmistir. C6zelti hacmi 200 mL’ ye tamamlanmustir.

50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 6.5)

A: Stok alkali tamponu (50 mM)

Na,HPOy (susuz) :1.4196 g
Destile su : 200mL
B:Stok asit tamponu (50 mM)
NaH,POy (susuz) :1.1998 g
Destile su : 200mL

A ve B ¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanir. 50 mL, 50mM NaH,PO, ¢ozeltisi icersine pH
metrenin ucu yerlestirilir ve pH 6.5 oluncaya kadar 50mM Na,HPO, ¢ozeltisi ilave

edilerek hazirlanmustir.

10 mM sodyum fosfat tamponu (pH 6.5)

A: Stok alkali tamponu (10 mM)
Na,HPOy (susuz) :0.2839 ¢
Destile su : 200mL
B:Stok asit tamponu (10 mM)
NaH,POy (susuz) :0.2399 ¢
Destile su : 200mL
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A ve B ¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanir. 50 mL, 10mM NaH,PO4 ¢ozeltisi igersine pH
metrenin ucu yerlestirilir ve pH 6.5 oluncaya kadar 10mM Na,HPO, ¢ozeltisi ilave

edilerek hazirlanmustir.

ABTS'"" radikal cozeltisi

2.45 mM potasyum persiilfat (Merck) iceren 7 mM’ lik ABTS (Amresco) ¢ozeltisi
hazirlamak i¢in; 0.0384 g ABTS tartilir, bir miktar damitik su i¢inde ¢oziindiiriilerek
kayipsiz sekilde 10 mL’ lik 6l¢ii balonuna aktarilir. 12.25 mM” lik potasyum persiilfat
¢Ozeltisinden 2 mL alinarak ABTS iizerine eklenir ve destile su ile balon hacmine
tamamlanir. Bu ¢ozelti, oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda en az 12-16 saat
bekletilerek ABTS™ radikal ¢ozeltisinin olusmasi saglanir. Bu sekilde hazirlanan

radikal ¢o6zeltisi 2-3 giin stabil kalmaktadir.

0.1 M tuzlu fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS) (pH 7.4)

0.1 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.4) hazirlamak i¢in, 19 mL 0.2 M monobazik
soydu fosfat ¢ozeltisi ile 81 mL 0.2 M dibazik sodyum fosfat ¢cozeltisi karistirilarak

tizerine 8.77 g NaCl eklendikten sonra hacmi destile su ile 1 L’ ye tamamlanmustir.
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