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Bu calismada, farkli oranlarda mikrobiyaltransglutaminaz (MTGase) enzimi ilavesinin yarim
yagli ayranlarin fizikokimyasal, duyusal, mikrostriiktiirel ve mikrobiyolojik 6zellikleri iizerine etkileri
arastirilmistir. Bu amagla ayranlara 0 ( kontrol: E), 0,5 (A), 1 (B), 2 (C) ve 4 (D) unit/g protein
oranlarinda MTGase enzimi ilave edilmis ve 20 giinliik depolama siiresince ayranlarin pH, titrasyon
asitligi, viskozite, serum ayrilmasi, su tutma kapasitesi, tat-aroma, kivam, genel kabul edilebilirlik,
Str. Thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus sayilart belirlenmistir.

Farkli oranda enzim ilavesinin ayranlarin incelenen tim 6zelliklerine, depolamanin siiresinin
de ayranlarm titrasyon asitligi, viskozite, serum ayrilmasi, su tutma kapasitesi, Str. Thermophilus ve L.
delbrueckii subsp. Bulgaricus lizerine etkileri onemli bulunmustur (p<0,01).

MTGase kullanimi ayranlarin fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve kismen de duyusal 6zellikleri
iizerinde olumlu etki yaratmistir. Elde edilen verilere gore duyusal olarak en iyi drnek 1 unit/gr protein
oraninda enzim katkili B 6rnegi olsa bile, diger 6zellikler agisindan en iyi 6rnegin 2 unit/gr protein
oraninda enzim katkili C 6rnegi oldugu belirlenmistir. Sonug olarak; yarim yagli ayran iiretiminde 1
ve/veya 2 unit/g protein oraninda MTGase enzimi kullanilmasi dnerilebilir.

Anahtar Kelimeler:Mikrobiyel transglutaminaz, ayran, kalite, tekstiir
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In this study, the effects of microbial transglutaminase (MTGase) enzyme addition at different
rates, on physicochemical, sensorial, microstructural and microbiological properties of skim ayran are
investigated. For this purpose, MTGase enzyme was added to the ayran at 0 ( control: E), 0.5 (A), 1
(B), 2 (C) and 4 (D) unit/g protein rates and pH, titratable acidity, viscosity, syneresis property, water-
holding capacity, taste-aroma, consistence, general acceptability, numbers of Str. Thermophilus and L.
delbrueckii subsp. Bulgaricus in the ayran samples were determined for the storage period of 20 days.

The effects of enzyme addition at different rates were found significant for all properties of the
examined ayran; and effect of the storage time was significant for the,viscosity, syneresis, water-
holding capacity numbers of Str. Thermophiles and L. delbrueckii subsp. Bulgaricus (p<0,01).

The use ofMTGase enzyme created a positive effect on physicochemical, microbiologic
properties and partially sensitive properties of the ayran. According to achieved data, even though the
best sample is B sample which has enzyme content of 1 unit/gr protein sensorially, it was determined
that the best sample is C sample which has enzyme on 2 unit/gr protein rate in terms of other
properties. As a result, MTGase enzyme usage of 1 and/or 2 unit rate can be suggested for the
production of reduce ayran.

Key words: Microbial transglutaminase, ayrans, quality, texture
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1.GiRiS

Fermente siit {irlinlerinin insan beslenmesindeki 6nemi uzun yillardan beri
bilinmektedir. S6z konusu Tlriinlerin basinda gelen yogurdun en 6nemli tiiketim
sekillerinden biri ayrandir. Geleneksel bir siit iirlinlimiiz olan ayran yogurda su
katilarak veya kurumaddesi ayarlanan siite yogurt kiiltiirii ilave edilerek icilebilir

kivamda hazirlanan fermente bir siit tirtiniidiir (Anonim, 2001).

Tirkiye’de iiretilen yaklasik 10 milyon ton siitiin % 23’1 yogurt ve Ayran
iiretiminde kullanilmaktadir (Tan ve Ertiirk, 2001). Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun
verilerine gére 2010 yilinda entegre siit isletmeleri tarafindan 6 745 011 ton siit
toplanirken, 1 090 605 ton i¢me siitii, 473 057 ton peynir, 908 269 ton yogurt, 397
935 ton siit ise ayran iiretiminde kullanilmistir. Giilmez ve ark. (2003); Koksoy ve
Kilig (2003) 6zelikle sindiriminin kolaylig1 ve ferahlatici etkisi agisindan ayranin

iretimi 6zellikle yaz aylarinda artigini belirtmektedir.

Ayranlarda ¢esitli sebeplerden dolay1 pihtili yapi, asidik tat ve serum ayrilmasi
gibi bozukluklar siklikla goriilmektedir (Ergiillii ve Demiryol,1983). Ozellikle de yaz
aylarinda asitlik artis1 ve serum ayrilmasi ayranlarin satisinin azalmasina neden
olmaktadir (Demir, 1983). Bu nedenle bugiine kadar ayran iizerine ¢esitli caligmalar
yapilmistir. Bu ¢alismalarin  ¢ogunda serum ayrilmasinin ayranlarin  kalite
ozelliklerini etkileyen faktorler arasinda en dnemlilerinden biri oldugu belirtilmistir
(Ergiillii ve Demiryol, 1983; Yaygin ve Gahun, 1983; Simsek, 1995; Atamer ve ark.,
1999). Genellikle sinerez ile ayni anlamda kullanilan serum ayrilmasi, yogurt benzeri
asit jellerinin ylizeyinde kendiliginden meydana gelen bir kusurdur (Lucey,2001).
S6z konusu parametre 1s1 uygulamasi ve asitlik gelisimi ile kolloidal stabilitesi
bozulmus olan siit proteinlerinin, 6zgiil agirlik farki ve yergekimi kuvvetinin
etkisiyle, i¢inde bulunduklar1 serumun tabanmna dogru batmalar1 olarak
tanimlanmaktadir (Anonymous, tarihsiz; Bodyfelt ve ark., 1988; Simsek, 1995;
Atamer ve ark., 1999).
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Viskozite ise kisaca bir sivinin i¢ siirtinmesidir (Renner, 1991). Lucey
(2001)’1n asit jelinde meydana gelen serum ayrilmasiin nedenleri hakkinda az sey
bilindigini belirtmesine karsin, bir¢ok arastirmact serum ayrilmasi ve viskozite
iizerine toplam kurumadde icerigi, protein igerigi (kazein ve serum proteinleri
arasindaki oran) yag igerigi, 1sil islem ve serum proteinlerinin denatiirasyonu,
homojenizasyon, asitlik, iirliniin depolama sicakligi, siitlin tuz dengesi, starter
kiiltliriin aktivitesi gibi faktorlerin etkili oldugunu bildirmektedirler (Rasic ve

Kurmann, 1978; Yaygin ve Gahun, 1983; Gong ve ark., 1989; Renner, 1991).

Fermente siit irlinlerinde tekstiirel yapida gozlemlenen olumsuzluklarin
giderilmesi amaciyla yagsiz kuru madde artirimi ve stabilizator kullanimi bilinen en
etkili yontemlerdir. Ayrica son yillarda ekzopolisakkarit iireten starter kiiltiir
kullanimi1 da alternatif bir metottur. Bununla birlikte, kuru madde artirimmin ek
maliyet getirmesi ve stabilizator kullaniminin 6niinde yasal engeller bulunmasi yeni

metotlarin gelistirilmesi zorunlulugunu yaratmistir.

Gida proteinleri triinlerin yapisini ve isleme Ozelliklerini etkiledigi i¢in
islevseldir ve bircok gida proteini gidalarin tekstiir, stabilite, viskozite, jellesme,
emiilsifiye etme ve su baglama gibi niteliklerini etkileyen ve gelistiren fonksiyonel
bilesenler olarak kullanilmaktadirlar (Faergemandve ark., 1998). Gida katki maddesi
olarak kullanilan proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri ¢ogunlukla arzu edilen sevide
degildir. (Yildirim ve ark.,1996).Proteinlerin fonksiyonel nitelikleri onlarin yapisi ile
yakindan iligkilidir. (Faergemandve ark., 1998). Protein yapis1 kimyasal, fiziksel ve
enzimatik metotlar kullanilarak modifiye edilebilmektedirler (Yidirimm ve ark.,
1996;Faergemandve ark., 1998; Gerrard, 2002). Protein yapisinin enzimatik
modifikasyonu bu amacla yaygin olarak kullanilan metottur (Imm ve Lee, 2000).
Kimyasal modifikasyon yerine enzimatik modifikasyon kullanilmasi enzimatik
reaksiyonlarin daha spesifik olmalari, yalnizca katalitik etki yapacak miktar:
gerektirmeleri ve toksik yan {iriinlerin meydana gelme olasiliginin daha az olmasi
nedeniyle avantajlidir (Faergemandve ark., 1998; Gerrard, 2002). Bu amacla
enzimler gida proteinlerinin fonksiyonel niteliklerinin gelistirilmesinde endiistriyel

alanda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Gerrard, 2002). Tekstiirel modifikasyonu
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tetikleme agisndan en 1ilgi ceken enzimler kovalent c¢apraz baglanma

gerceklestirebilenlerdir.

Gida proteinlerinin fonksiyonel niteliklerinin iyilestirilmesi ve gelistirilmesinde
etkili olan “enzimatik ¢apraz baglanma - cross-linking” son yillarda popiilarite
kazanmis alternatif bir metottur ( Ya-Tanimoto ve Kinsella, 1988; Sakamoto ve ark.,
1994;Faergemandve ark., 1999a; Imm ve Lee, 2000). Enzimatik modifikasyon
amaciyla kullanilan transglutaminaz (protein-transglutaminase y-glutamy transferase)
enzimi dogada yaygm olarak bulunan ve proteinlerde capraz baglanmaya neden
oldugu bilinen bir transferazdir (Motoki ve Segura, 1998). Transglutaminazin bir¢ok
gida proteini ile ¢capraz baglanma olusturdugu ve 6zellikle siit proteinleri arasinda yer
alan kazeinlerin transglutaminaz ig¢in ¢ok 1iyi substrat olduklar1 bilinmektedir
(Faergemandve ark.,1999; Dickinson ve Yamamoto, 1996; Lauber ve ark., 2000;
Lorenzen, 2000;, Kuraishi ve ark., 2001).

Transglutaminaz enzimi proteinlerin modifikasyonunda 3 reaksiyonu katalize

edebilmektedir:

1- Aminlerin birlesmesi
2- Proteinler arasi ¢capraz baglanma

3- Deamidasyon

Yiiksek molekiiler agirliklt polimerlerin olusumuyla sonug¢lanan proteinlerin
capraz baglanmasi, bu enzim icin dogada en etkili reaksiyondur. Bununla birlikte;
MTGase enzimi Sekil 1.1.°de sistematik olarak gosterildigi gibi iki Onemli
reaksiyonu daha katalize eder (O’Sullivan ve ark., 2001; Sharma ve ark., 2001; Jong
ve Koppelman, 2002). Enzimin katalize ettigi bu {i¢ reaksiyon da gida proteinlerinin
fonksiyonel niteliklerini modifiye etmek icin kullanilabilmektedir (Jong ve
Koppelman, 2002). Bununla birlikte; gida endiistrisinde 6nemli olan baslica
reaksiyon &-( y-glutamin) lisinin meydana geldigi proteinler arasi capraz baglanmadir

(Kuraishi ve ark., 2001; Schey, 2003).
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0 0
N TGase n
R- Gln—(CH;),—C—NH, + NH; - RPR-GIn-- (CH,),—C—-NH-R + NH;

(Glutamin kalintist) (Amin) y-glutamin-poliamin
0 0

1 TGasen
R-GIn- (CH,), - C—NH, + NH, - (CH,)4—Lys-R #R-GIn- (CH,),— C — NH — (CH,)4 Lys-R+ NH;
(Glutamin kalintist) (Lisin kalintis1) (&-( y-glutamin)lisin)

0 0
n TGase n
R-GIn- (CH,), - C —NH, + H,O»R-GIn- (CH,), — C—-OH + NH;

(Glutamil kalintis1))  (Su)

Sekil 1. Transglutaminaz enzimi ile proteinlerin modifikasyonu 1-Aminlerin birlesmesi 2-Capraz
baglanma 3-Deamidasyon

Siit proteinlerinin enzimatik modifikasyonun 6zellikle fermente siit tiriinlerinde
stabil bir protein yapisinin olusmasini sagladigi ve iirliniin fiziksel niteliklerini
olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir (Faergemand ve ark., 1999b). Transglutaminaz
kullanim1 i¢in avantajl iirlin olarak goriilen fermente siit {irlinlerinin iiretiminde
enzimin baglica etkilerinin piht1 sikiligi ve viskozitede artig, su baglama
kapasitesindeki artisin sonucu olarak da serum ayrilmasinda azalma oldugu
bildirilmektedir (Kuraishi ve ark., 2001). Transglutaminaz enzimi kullaniminin
yogurtlarda piht1 stabilitesini gelistirerek jel giiciinii arttirdigi, serumayrilmasini
azalttigi, viskozitede artis sagladigi bir¢cok arastirmaci tarafindan belirlenmistir
(Lorenzen ve Schlimme, 1998; Motoki ve Segura, 1998;Faergemandve ark., 1999a;
Farnsworth ve Guo, 2003). Ayrica enzimatik modifikasyon, siit teknolojisi alaninda
yogurt liretiminde klasik kuru madde artirimi ve stabilizator kullanimma alternatif bir
metot olarak gosterilmektedir (Lorenzen ve Schlimme, 1998;Faergemand ve ark.,

1999a; Kuraishi ve ark., 2001; Lorenzen ve Neve, 2003 ).

Bu c¢alismada yarim yaglh ayranlarm {iretiminde olusan kusurlaramikrobiyal
transglutaminaz (MTGase) enziminin etkisi ve uygun kulanim oranin tespit
edilmistir. Ayrica kulaniminda yasal engel bulunan stabilizorlerin yerine yararlanma
olanaklar1 arastirilmistir. Bu amagla farkli oranlarda MTGaseenzimi ile protein
yapis1 modifiye edilmis siitten iretilen yarim yagl ayranlarm kimyasal, fiziksel,

duyusal, mikrostriiktiirel ve mikrobiyolojik niteliklerinin belirlenmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2. 1. Transglutaminaz

Transglutaminaz enzimi aktivitesi ilk kez, kobaylarm (Ginea pig)
karacigerindeki  transamidasyondan sorumlu enzimlerin, c¢esitli  yasayan
organizmalarda biyolojik  fonksiyonlarm tamamlanmasinda yer aldiginin
gozlemlenmesi ile ortaya konulmustur. Bu enzimlerin tiimii y-glutamiltransferaz
sinifindadir, hayvansal dokularda ve viicut sivilarinda oldukca genis bir varlik
gostermektedir. Kanin pihtilasmasi, yaralarin iyilesmesi, epidermal keratinizasyon ve

eritrosit membranin sertlesmesi gibi bir¢ok biyolojik olayda yer almaktadir.

TGase uygulamalari, enzimin memelilerin doku ve viicut sivisindan izole
edilmesi ile baslamistir (Ikura ve ark., 1985; Jiang ve Lee, 1992). 1980’11 yillarin
sonuna kadar, ticari olarak kullanilabilen tek,transglutaminaz kobay karacigerinden
elde edilen (GTGase) olmustur. Gidalarda tekstiirii iyilestirmek i¢in kullanilmasina
karsm; kaynak yetersizligi ve kapsamli saflastirma prosediirii enzimin fiyatini
arttirmistir, bu sebeple endiistriyel uygulamalarda kullanimi ¢ok tercih edilmemistir
(Zhu ve ark., 1995; Motoki ve Kumazawa, 2000). Ayrica GTGase; kazein, soya
fasulyesi globiilini veya miyozin igeren gidalarda, proteinlerin presipitasyonu i¢in
Ca+2’nin aktivasyonuna ihtiya¢ duymaktadir. Kandan izole edilen ve Faktor XIII
olarak adlandirilan transglutaminaz, kirmizi pigmentler igerdiginden ve aktivasyonu
icin trombine ihtiya¢ duydugundan gida endiistrisinde kullanimi pek tercih
edilmemistir (Motoki ve Kumazawa, 2000; Yokoyama ve ark., 2004). Escherichia
coli gibi mikroorganizmalarin genetik manipiilasyonu sonucu transglutaminaz
iiretmek icin pek cok calisma yapilmasma ragmen (Ikura ve ark., 1990), hicbiri ticari

olarak kullanilamamistir (Motoki ve Kumazawa, 2000; Yokoyama ve ark., 2004).

Topraktan yaklasik 5000 susun incelenmesi sonucu, Ando ve ark. (1989)
Streptoverticillium S-8112 (Streptoverticillium mobaraense)’den mikrobiyal
transglutaminaz (MTGase) izole etmeyi bagsarmistir. Bakteri, enzimi dogrudan kiiltiir

besi yerine salgiladigi i¢in hiicreparcalama gereksinimine gerek yoktur ve enzimin
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Sekil 2. 1. Mikrobiyal Transglutaminazin primer yapisi (*:olast aktif sistein) (Motoki ve Seguro,
1998).

saflagtirilmasi da kolaydir (Motoki veKumazawa, 2000; Yokoyama ve ark., 2004).
Ayrica; MTGase Ca™ gibi bir aktivatatore ihtiya¢ duymamakta, GTGase ve Faktor
XIII” e gore belirgin bir substrat segiciligi gdstermemektedir (De Jong ve ark., 2001;
De Jong ve Koppelman, 2002; Shimba ve ark., 2002). Biitiin bu avantajlarin yani sira
dretiminin de wucuz olmasy, MTGase’in gida endiistrisinde yaygm olarak

kullanilmaya baslamasini saglamstir.

MTGase’nin izoelektrik noktast yaklasik pH 8.9 dolayindadir. Optimum pH
araligi ise 6.0 ile 7.0 arasindadir; pH 4.0 ve pH 9.0°da da aktivite gostermektedir.
Edman yontemi ve kiitle spektrofotometrisi yontemleri ile MTGase’in protein
diziliminin primer yapis1 belirlenmis ve yaklasik 331 aminoasitten olustugu
saptanmistir (Sekil 2. 1 ve Sekil 2. 2). Aminoasit kompozisyonundan belirlenen
molekiil agirlig1 37842 Da olarak hesaplanmis ve bu deger diger yontemde 38000 Da
olarak bulunan degere ¢ok yakin ¢ikmistir (Motoki ve Seguro, 1998).

MTGase enzimi; bir peptid bagindaki glutamin kalntisinin y-karboksiamid
grubu (acil verici) ile bir primer amin (agil alic1) arasindaki acil-transfer tepkimesini
katalizlemektedir. Bir peptid bagindaki lisin kalintisinin e-amino grubu substrat
islevini tistlenirse de bu iki peptid zinciri e-(y-glutamil)lisin [e-(y-Gln)Lys] bag ile

molekiil i¢i ve/veya molekiiller aras1 ¢gapraz baglanmaktadir (Yiiksel ve ark., 2009)
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Amin substratlar1 olmadiginda ise, su molekiillerinin agil alict grup oldugu
glutamin deamidasyonu tepkimesini katalizlemektedir. MTGase, amin birlesmesi,

capraz bag olusumu ve deamidasyon yollar1 ile proteinleri modifiye etmektedir.

Sekil 2. 2. Mikrobiyal Transglutaminazin (MTGase) genel yapisi (Yokoyama
ve ark., 2004)

Agil transfer tepkimesi, aminoasit veya peptitlerin, protein yapist igine girerek
lisilpeptit ve lisilmetiyoninin enzimatik ¢apraz baglanmasi sonucu kazein ve soya
proteni yapisindaki metiyonin ve lisin miktarini arttirabilmektedir (Yokoyama ve
ark. 2004). Protein yapisma katilan aminoasitler, 6nceden bulunduklari proteinin
yapisinda olduklar1 gibi davranmaya devam ettiginden MTGase nin gidalarin
besinsel degerlerine olumlu etkide bulundugu sodylenebilmektedir (Motoki ve
Kumazawa, 2000). Ayrica; ¢apraz baglanma tepkimeleri proteinlerin ¢oziiniirlik,
emiilsiyonlastirma kapasitesi, kopiikk olusturma ve jellesme gibi bazi fonksiyonel

ozelliklerinde modifikasyonlara yol agcabilmektedir (Faergemand ve ark., 1998).

Deaminasyon tepkimesi islevselligi arttrmaktadir; fakat uygulamalarda
proteinlerin genis bir glutamin ve kisa bir lisin kalintisina sahip olmasi

gerekmektedir (Ohtsuka ve ark., 2001).
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Sekil 2.3. MTGase tarafindan katalizlenen tepkimeler: (A), Agil transfer tepkimesi; (B), Capraz
baglanma tepkimesi; (C), Deaminasyon (Motoki ve Seguro, 1998)

Proteinlerin ¢apraz baglanmasi, proteince zengin gidalarin yapisinin
tyilestirilmesi amaciyla islevselliginin arttirilmasina olanak saglamaktadir (Motoki
ve Seguro, 1998). Siit proteinleri MTGase tepkimeleri i¢in genelde uygun bir substrat
olarak degerlendirilmektedir. Kazeinler; ag;-kazein, as;-kazein, B-kazein ve «-
kazeinden meydana gelen misel olarak adlandirilan stabil kalsiyum fosfat protein
kompleksleri olarak bulunurlar. Bu protein yapisi sayesinde enzimin yapiya ulagmasi

kolaydir ve bu da kazeinleri, ¢apraz baglanma i¢in elverisli bir substrat yapmaktadir.

MTGase ile capraz baglanmanin hizi, protein substratinin makro molekiiler
yapisina baglidir. Genelde reaktif Gln kalintilar1 polipeptid zincirinin ters
dontislerinde (Berbers ve ark., 1983) ya da esnek kisimlarinda bulunurlar. Bu
nedenle gorece esnek bir yapiya sahip olan kazeinler MTGase i¢in en uygun
substrattir (Nio ve ark., 1986a). Diger ovalbumin, B-laktoglobulin (B-Lg) gibi
globiiler proteinler, dogal yapilar1 ile MTGase i¢in bir substrat niteligi tasimazlar.
Globiiler proteinleri MTGase tarafindan gergeklestirilen ¢apraz baglanmaya karsi
duyarl duruma getirmek i¢in birkag yonteme basvurulabilir; 6rnegin molekiil i¢i S-S
baglarinin kirilmasit (Aboumahmoud ve Savello, 1990), dogal globiil durumuna
dontstiiriilmesi (Matsumura ve ark., 1996) ya da yag-su ara ylizeyine adsorpsiyonu
(Faergemand ve ark., 1997). MTGase tepkimesini etkileyen diger etmenler ise
sicaklik, pH ve kalsiyum iyon derisimidir. Memeli doku ve organlarinda farkli
biyolojik islevlere sahip, kalsiyum-bagimlh birkac tipi bulunmaktadir (Folk ve

Finlayson, 1977). Ornegin insan plazma MTGase nin etkin bir formu olan Factor
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XIII’'nin  6nemli 1islevlerinden biri yaralanma (veya kesik) durumunda kanin
pihtilastirilarak kanamanin durdurulmasidir (Hornyak ve ark., 1989). Bu siirecte
anilan enzim, fibrin molekiillerinin capraz baglanmasini saglar, bdylece kan
pthtisinin mekanik dayanimi arttirilmis olur ve bu piht1 partikiilleri yaralanmanin
gergeklestigi yerde tutunarak proteolize karsi da direnci arttirir. Gida uygulamasinda
ise bu tiir endojen MTGase’in baliketinin oda sicakliginda sol-jel gecisinde gorev
aldig1 ve e-(y-GIn)Lys‘in (G-L bag1), MTGase’a bagli olarak, benzersiz bir baliketi

tekstiirii yarattig1 one siiriilmektedir.

MTGase uygulamasi ilke olarak islevsel ozellikleri gelistirilmis yeni farkl
bilesenli biyopolimerlerin sentezi anlamina gelir. Bu durumda enzimatik c¢apraz
baglanmanin, biyopolimer(ler)in kolloidal sisteme katilimi dncesinde olusmasi s6z
konusu olacaktir. Ornegin, diizensiz yapiya sahip bir proteinin (kazein) kopiik
olusturma oOzelligi 1ile bir globiiler proteinin kopiik-kararliligini arttirici
karakteristigini birlestiren islevsel bir katki maddesi iiretimi {lizerinde durulsun.
Oncelikle ¢apraz baglanmanm benzer tipte protein yapilar1 arasinda olustugu, benzes
olmayanlarda ortaya ¢ikmadig1 bilinmelidir. Dolayisiyla, ¢apraz bagm olusumunda
bu substrat karigimindaki bilesenlerin enzimin aktif kismina karsi termodinamik

anlamda yarigsmasi s6z konusudur.

Sharma ve ark. (2001), MTGase ile ¢apraz baglanma s6z konusu oldugunda,
11l islem gormemis siitte bulunan k-kazeinin en yiiksek afiniteyigdsterdigini, 6n 1s1l
islem gormiis (85°C, 15 dakika) siitte ise k-kazeinin yami swra P-kazeinin de
baglanmaya katildigini  saptamistr. Tolkach ve Kulozik (2005) ise
kazeinomakropeptit (CMP) olarak bilinen k-kazeinin hidrofilik kisminin, MTGase’
ye karsi reaktif oldugunu ortaya koymustur. as;-kazein ve k-kazeinin her ikisi de iki
sistein kalintis1 icermektedir ve reaktif SH gruplarina sahiptir. Bu da kazein
fraksiyonlarinin MTGase ile capraz baglanmaya karsi duyarliligini etkileyebilecek

distilfit baglarmin olusmasini saglamaktadir (Rasmussen ve ark., 1999).

Kazeinlerin aksine, distilfit baglar1 ile sabitlenen globiiler yapilar1 nedeniyle

siitteki serum proteinleri ¢apraz baglanma tepkimelerine daha az egilimlidir. Buna
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ragmen; 1s1l islem ile denatiirasyon sonucu serum proteinlerinin ¢apraz baglanmayi

arttirilabilecegi tizerinde de durulmustur (Sharma ve ark., 2001).

MTGase gida teknolojisinde kullanildig: icin, isopeptid bagin sindirilebilirligi
ve isopeptit yapisinda yer alan lisinin biyolojik yararlanimi ile ilgili sorularla
karsilagilmaktadir. Yapilan caligmalarda, bobre§in yani sira bagirsak ceperinde
bulunan y-glutamil transpeptidaz enzimi (E.C. 2.3.2.2) MTGase’nin olusturdugu

dipeptidi, lisin ve glutamata doniistiirmektedir (Seguro ve ark., 1995).

Ortaya ¢ikan lisin, viicut tarafindan kullanilabilmektedir. Ustelik baglanmanin
e- amino gurubunda ger¢eklestigi diisiiniiliirse, lisin yararlaniminda bir sorun
olmayacagi da One siiriilebilir. Canli viicudunda yapilan deneylerde, ¢apraz bagh
kazein igeren gidalarla beslenmis bir farenin gelisimi, dogal yapisinda kazein i¢eren

gidalarla beslenmis farenin gelisimi kadar normal olarak gézlenmistir.

Hayvanin idrar ve diskisinda yapilan HPLC analizleri, alinan dipeptitlerin

yaklasik % 99’ unun viicutta absorbe edildigini géstermistir.

2. 2. Transglutaminazn Siit Uriinlerinde Kullanilmasi

Siite MTGase ilave edilmesinin siitin 1s1l  kararliligin1  etkiledigi
diistiniilmektedir. Bu baglamda, siirecin MTGase ile inkiibasyondan dnce siite 6n 1s1l
islem uygulanmasima ve bu 1s1l islemin sicakligina bagl oldugu sanilmaktadir. Cig
siitte kazeinler arasinda ortaya c¢ikan capraz baglanmanin, minimum kararlilik
bolgesindeki pH degerlerinde, miselden k-kazeinin dissosiyasyonunun engellendigi
ileri striilmektedir. Siitiin MTGase ile inkiibasyondan 6nce 6n 1sil isleme tabi
tutulmasi ise, serum proteinlerinin denaturasyonu sonucu, denature serum proteinleri
ile kazeinler arasinda ¢apraz baglarin olusumuna izin vermektedir. (O’Sullivan ve
ark., 2001, 2002a). Siitiin 1s1l kararliligi, sterilizasyon sicakliginda koagiilasyona
kars1 gosterdigi direng olarak tanimlanmaktadir (Singh ve Fox, 1987). Ozellikle UHT
siit ve konsantre siit gibi iirlinlerde ticari 6neme sahip olan siitiin 1s1l kararliligi,

cesitli faktorlere (pH, tuzlar ve siit proteinleri) ve proses parametrelerine (6n 1sil

10
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islem, konsantrasyon, homojenizasyon) baghdir. Bu siiregte proses boyunca kismi
veya tam koagiilasyon ve depolama boyunca jelasyon ortaya ¢ikabilir (Singh ve Fox,
1987; Fox ve McSweeney, 1998). Cesitli kimyasallar (deterjanlar, aldehitler,
ketonlar, polifenolik bilesikler gibi) siitiin 1s11 kararliligini degistirirler. Ancak
gidalarda bu katki maddelerinin kullanimma yasal olarak izin verilmemektedir
(Singh ve Fox, 1987). UHT siitler ve UHT iirlinlerde, sterilizasyon boyunca
koagiilasyon ve depolama boyunca sedimantasyon ortaya cikabileceginden, bu
dirtinlerin kararlilig1 iizerine herhangi bir pozitif etki ekonomik a¢idan énemlidir. Bu
baglamda MTGase, gida katki maddesi olarak ticari uygulamalara sahip olabilecek

bir enzimdir (Lorenzen, 2000b).

UHT gibi siddetli 1s1l islemlere tabi tutulmus gida tiriinlerinin formiilasyonunda
Na-kazeinatin kullanimi i¢in koagiilasyon, jelasyon ve / veya sedimentasyona karsi
direng¢ gostermesi gerekliligi  bulunmaktadir. Na-kazeinatin MTGase ile
modifikasyonu sonucu 1s1l kararliligimin gelismesi, bir¢ok ticari uygulamalarda yer

almas1 agisindan 6nemlidir (Flanagan ve ark., 2003).

Benzer sekilde, serum protein izolat1 ve UF-yagsiz siit proteinlerinin 1s1l
kararliligmin MTGase kullanimi ile belirgin bir sekilde arttig1 ortaya konulmustur.
Bu, 1s1l kararliligi arttirilmis serum proteinlerinin gidalarda kullanim alanlarinin
artmasini beraberinde getireceginden iistiinde durulmasi gereken bir konudur. Ayrica
Na- kazeinatin MTGase ilavesi ile su baglama kapasitesinin artmasi gida teknolojisi
acisindan Onemlidir. Capraz bagli Na-kazeinatin su baglama 6zelliklerindeki
gelisimin, modifiye kazein ile hazirlanan emiilsiyonlarmn kararlihgindaki artis1 da

beraberinde getirdigi bildirilmektedir (Lorenzen, 2000b).

Emiilsiyonlarm kararli hale getirilmesi, bir¢ok siit iirlinlerini de i¢ine alan
gidalarin iiretiminde en 6nemli tekniklerden biridir (Nio ve ark., 1986b). Proteinlerin
yag-su emiilsiyonlarindaki kararlhliklari, adsorbe protein filminin
mekanik/viskoelastik ve sterik Ozellikleri ile yakindan iligkilidir. Genel olarak,
emiilsiyonlardaki faz ayrilmasi, film tabakalar1 arasindaki etkilesimler yoluyla

emiilsiyon damlalarmin flokulasyonu/agregasyonu sonucu ortaya c¢ikmaktadir.

11
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Flokulasyon/agregasyon hizi ve derecesi, partikiiller arasindaki itme ve c¢ekme
kuvvetlerinin biiyiikliigiine baghdir. Bu nedenle, bir protein emiilsiyonunun
kararliligi, partikiiller arasindaki itme kuvvetlerinin artmasi veya film igindeki
protein molekiiller1 arasindaki baglanma (cohesiveness) etkilesimlerin artmasi
yoluyla gelistirilebilir. Emiilsiyon partikiillerinin flokulasyon/agregasyonu, yag
damlaciklar1 ile adsorbe protein tabakasi arasindaki van der waals ve hidrofobik
etkilesimleri icine alan ¢ekme kuvvetleri ile elektrostatik ve sterik itmeden
kaynaklanan itme kuvvetlerini icermektedir. Adsorbe protein tabakalar1 arasindaki
sterik itme, emiilsiye partikiilleri flokulasyona karsi koruyan en 6nemli kuvvettir. Bu
sterik itmenin biytikliigii, protein zincir kalinlig1 ve polimer zincir sayisi ile orantili
olarak degismektedir. Bu baglamda, MTGase ile katalizlenmis protein polimerleri,
emiilsiyon kararliligmi gelistirmektedir. MTGase tepkimesi sonucu, lineer
polimerlerden ¢ok dallanmis polimerler ortaya ¢ikmakta ve dallanmanin artmasiyla
sterik itme artacagindan emiilsiyon kararliligi da gelismektedir. MTGase ile ¢apraz
baglanma tepkimesi sonucu olusan dallanmis B-kazein polimerlerinin stabil

emiilsiyon olusturdugu ortaya konulmustur (Liu ve Damodaran, 1999).

Benzer sekilde, yag-su ara yiizeyinde ylizey kayma viskozitesi ve “interfacial
dilatational modulii” Olciilerek yapilan caligmalarda, siit proteinlerini igeren
emiilsiyon ve kopiiklerin kararhiliginin enzimatik ¢apraz baglanma ile kontrol
edilebilecegi gosterilmistir (Faegermand ve ark., 1997, Faergemand ve Murray,

1998).

Stit kullanilarak geleneksel olarak iretilen jeller, yogurt ve peynirdir.
Yogurdun tekstiirii, bilesenlerin miktar1 ve fonksiyonelligine bagli olarak
degismektedir. Ornegin protein miktarinin artmasiyla yogurt jel dayanimmin arttig
bilinmektedir. Emiilsiye formdaki yagin ortamda bulunmasi da, asit siit jeli
dayanimmin artmasina neden olmaktadir. Yogurt jelini modifiye etmenin bir diger
yolu da, 6zellikle diisiik yagli yogurtlara uygulanan, gumlarin kullanimidir. Yogurt
iretiminde kuru maddenin arttirilmast ve gumlarin kullanilmas: maliyetin artmasina
yol acgabilmektedir. Bu nedenle, diisiik yagl yogurdu da i¢ine alan jellerde yogurt

tekstiirtinii modifiye etmek i¢in alternatif yontemleri arastirmak gerekmektedir. Gida

12
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protein fonksiyonelligini gelistirmek i¢in yiiksek oOzgiilliie sahip enzimatik
tepkimelerin gerceklestigi enzimatik modifikasyon yontemi oldukg¢a kullanish bir
yontem olarak Onerilmektedir. S6zli edilen bu enzimatik tepkimelerde toksik yan
iirtinlerin olusum riski de oldukg¢a diistiktiir. Enzimatik capraz baglanma tepkimeleri

ise son on yildir ilginin arttig1 bir yontemdir (Faergemand ve ark., 1999a, b).

Cogu arastirmaci 1s1yla koagiilasyona karsi duyarli olmamasi nedeniyle kazeini
farkli1 MTGase’ler i¢in ¢ok iyi bir substrat olarak gérmektedir (Motoki ve Seguro,
1998). Ayrica dogal k- ve B- kazeinlerin her ikisinin de capraz baglanmaya karsi

duyarliligmmin o -kazeinden daha fazla oldugu bildirilmektedir. k- ve B-kazeinin

capraz baglanmaya kars1 gosterdigi duyarlilik, k-kazeinin kazein misellerinin
ylizeyinde yer almasi ve B-kazeinin ise daha yiiksek orve a prolin icermesi ve enzim
tepkimesinin daha kolay gerceklesebilecegi esnek ve agik yapiya sahip olmasi ile
aciklanabilmektedir. Yagsiz siite 6n 1s1l islem uygulanmasiyla k- ve B-kazeinler
izerine MTGase’nin c¢apraz baglama etkisinin belirgin bir sekilde arttig:
bulunmustur. Siite uygulanan 1s1l islemlerin serum proteinlerinin denaturasyonuna ve
kazein miselleri ile etkilesime girmelerine neden oldugu bilinmektedir. Isil islem ile
ortaya ¢ikan bu degisikliklerin, proteinlerin MTGase tepkimelerine karst
duyarhliklarinin artmasma yol acgtigr disliniilmektedir. Ancak on 1sil islem
uygulanmasi ile yalnizca B-laktoglobulinin MTGase’ye kars1 duyarlilig1 artarken o-
laktalbumin ¢apraz baglanma seviyesinin ayni kaldigi bulunmustur (Sharma ve ark.,

2001).

+2
a-laktalbumin, ndtral pH’da bir mol basina bir Ca baglamaktadir. Yapisinda

+2
baglh Ca ’nin uzaklasmasi ile ¢capraz baglanma tepkimelerine daha agik hale geldigi

ileri siiriilmektedir. Sharma ve ark. (2002) yaptiklar1 ¢alismada a-laktalbumin’nin

+2
capraz baglanmasinin, yapidan Ca ’nin uzaklastirilmasi ve hidrofobik baglarin

kirilmas1 ile arttigin1 gostermistir. Endistriyel a-laktalbumin konsantratlarinda,
MTGase ile ¢apraz baglanma tepkimelerinin gerceklestirilmesinin, siit {iriinlerinin

fonksiyonel olarak modifikasyonunu beraberinde getirecegi diisiiniilmektedir.
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B-laktoglobulinin baz1 fiziksel oOzellikleri tizerine GTGase 1ile capraz
baglanmanin etkisi arastirilmistir. GTGase, kobay karacigerinden elde edilmis ve G-
L bagi olusumu yoluyla B-laktoglobulini ¢apraz baglamak icin kullanilmistir. -
laktoglobulin polimerlerinin viskozitesinin, capraz bagli proteinlerin derisiminin
artmastyla arttig1 ve g¢apraz baglh B-laktoglobulininin pH 7.0°de belirgin bir 1s1l

kararhilik gosterdigi bulunmustur. Dogal B-laktoglobulinin tersine, polimerize [-

laktoglobulinin 95 C ve 30 dk. 1s1l islem ile daha sik1 ve piiriizsiiz bir jel olusturdugu
ortaya konulmustur. Bu c¢alismada MTGase kullannminin, gida {iriin
formulasyonlarinda yumusak yapida jel olusturmak i¢in enzimatik bir yOntem

olabilecegi diisliniilmektedir (Tanimoto ve Kinsella, 1988).

MTGase’nin Na-kazeinat ve yagsiz siit gibi Uriinlerden birgok farkl fiziksel
ozellige sahip jeller hazirlamak i¢in essiz bir ajan oldugu ileri siiriilmektedir. Jellerin
kirilma giicii (fracture force) ve sikiligmin (hardness) enzim derisiminin artmasiyla
belirgin bir sekilde arttig1 bulunmustur. Bu yolla elde edilen jellerin, ¢esitli gidalarda
istenilen tekstiir gelisimi i¢in kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Nonoka ve ark.,

1992).

Asit veya rennet ile elde edilen geleneksel kazein jellerinde zayif fiziksel
etkilesimler ile bir arada tutulan c¢apraz baglar bulunurken, MTGase kullanilarak
olusan jeller kovalent olarak capraz baglanmaktadir (Schorsch ve ark., 2000).
MTGase tepkimesiyle kazeinden 1siya direncli siki bir jel olustugu bulunmustur.

MTGase kullanimimin bir 6rnegi yogurt tiretiminde goriilmektedir.

Yogurt laktik starter kullanilarak iiretilen bir siit jelidir. 2001 yilinda, biiyiik
Olciide Avrupa’da olmak iizere, 9 milyon tondan fazla yogurt lretilmistir. Tiiketici
begenisi ve kalite kriterlerini olusturan asal parametreler, aroma maddeleri ve
asitligin yan1 sira yogurdun tekstiirel 6zellikleri ve diisiik serum ayrilmasi olarak
siralanabilir. Uriiniin tekstiirel 6zellikleri ve su tutma kapasitesi, jelde yeni kovalent
baglarmm olusumu ile degistirilebilir. Bilindigi gibi yogurdun jel ag yapis1 zayif

kovalent olmayan baglar ile kararl haldedir. Bu nedenle giiniimiizde MTGase nin siit
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iiriinlerinde kullaniminda en avantajli alanin yogurt iiretimi oldugu diisiintilmektedir

(Kuraishi ve ark., 2001).

Yogurdun tekstiirel ve fiziksel 6zellikleri lizerine yagsiz siit tozu, serum protein
konsantratlar1 gibi katki maddelerinin kullanimmin pozitif etkisi oldugu
bilinmektedir. Buna karsin, yogurtta sicaklik degisimleri ve fiziksel etkilerle ortaya
c¢ikan serum ayrilmast veya sineresiz olarak adlandirilan problemler ortaya
cikabilmektedir. MTGase enzimi yogurt jelinin su tutma kapasitesini gelistiren
capraz baglanma tepkimesini katalizlediginden, iiretim siirecinde enzim kullanimi ile
bu gibi problemlerin iistesinden gelinebilir (Motoki ve Seguro, 1998; Kuraishi ve
ark., 2001). Uretimde kullanilan MTGase’nin temel etkileri sineresizin azalmasi ile
sonuglanan su tutma kapasitesinin gelismesi ile viskozite ve jel sikiligindaki artis

olarak ozetlenebilir.

Yogurdun tekstiirii, siit bilesenlerinin miktar1 ve fonksiyonelligine baglidir.
Ornegin protein miktarinm artmasmin ve yagm ortamda bulunmasmin yogurt jel
dayanimmin artmasini beraberinde getirdigi bilinmektedir (Faergemand ve ark.,
1999a). Ayrica yogurt iiretiminde kullanilacak siitiin yagsiz kuru madde miktar1 (asal
olarak laktoz, protein ve mineral maddeler) iirliniin fiziksel 6zellikleri iizerine etki
etmektedir. Genellikle ticari yogurt iiretiminde % 15-16 kuru madde icerigine sahip

stit kullanilmaktadir (Tamime ve Robinson, 1999).

Yagsiz siite pH 6.7°deMTGase eklendiginde, kazein miselleri arasindaki sterik
ve elektrostatik engellemelerden dolayr inter-molekiiler c¢apraz bag olusumu
engellenmekte ve jel olusmamaktadir. MTGase’ nin istenilen etkiyi gosterebilmesi
icin, Ornegin siitiin asitliginin arttirilmast gibi, islemler ile protein partikiilleri
arasindaki sterik ve elektrostatik stabilizasyonun ortadan kaldirilmasi1 gerekmektedir

(Schorsch ve ark., 2000).
Yagsiz yogurtlarda kurumadde artiriminin MTGase ile islem gdrmiis stitlerden

iiretilen siit tozlar1 ile yapilmasi durumunda daha yiiksek bir jellesme ve su tutma

kapasitesinin elde edildigi ve ¢apraz baglanma yeteneginin artti1 bildirilmistir (Imm
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ve ark., 2000). Bu tip siit tozlarindan hazirlanan asit jellerinin daha yiiksek su tutma
kapasitesine sahip olmasi, bu tip siit tozlarinin 6zellikle az yagli yogurtlarda goriilen

sinerez olayimi azaltmak i¢in kullanim potansiyelini arttirmaktadir.

MTGase katiminin inkiibasyondan once gergeklestirilmesi ve starter kiiltiir
inokiilasyonu sirasinda enzim aktivitesinin durdurulmasi ile starter kiiltiir dengesinde
(S. Thermophilus, L.delbrueckiispp. bulgaricus, bir miktar kayip olustugu, buna
karsiik MTGase ile starter kiltlirlerin birlikte kullanilmasi durumunda kiiltiir

dengesinde degisim meydana gelmedigi saptanmistir (Neve ve ark., 2001).

Kuraishi ve ark. (2001) kullanilan MTGase miktarinin yogurt jel yapisi tizerine
etkisi arastrmugtir. Set tipi yogurtlarda, jel sikiligmimn 5 unit/ protein miktarlarma
kadar kullanilan MTGase ile artigi, ancak daha fazla miktarda kullanilan enzimin
ayni etkiyi gostermedigi bulunmustur. Yiiksek miktarlarda MTGase kullanimi ile
yogurdun maksimum jel sikiligi ve kirilma giiciine ulastigi sonra bu niceliklerin
kademeli olarak azaldigi bildirilmektedir. Bu sonug, fazla miktarda olusan G-L

baglarinin yogurt jeli olusumundaki ag yapiy1 inhibe edebildigini gostermektedir.

Stirred tipi yogurtlarda MTGase ilavesi ile viskozitenin arttig1 gosterilmistir.
Yagsiz kuru madde miktarmin azaltilmasiyla ki bu maliyetin azalmasi anlamina
gelir, MTGase kullanimi ile viskoziteyi arttrmak miimkiindiir. Ayrica bu tip
yogurtlarda enzimin kullanilmasiyla serum ayrilmasmin oniine ge¢ildigi

bildirilmektedir (Kuraishi ve ark., 2001).

Dondurulmus siitlii tathilarda kalite gelisimi iizerine cesitli ¢aligmalar yer
almaktadir. MTGase eklenmis dondurmanin daha piiriizsiiz ve kasiga alinmasmin
daha kolay oldugu bulunmustur. Diisiik kalorili seker icermeyen dondurmalarda
ortaya ¢ikan buzlu tekstiir kaliteyi olumsuz yonde etkilediginden bu {iriinlerde

MTGase kullanimi 6nemlidir (Kuraishi ve ark., 2001).

MTGase’n set yogurtlarda kullanim olanaklarinin arastirildigi bir caligmada,

inkiibasyon Oncesi enzim uygulamasi ile inkiibasyon siiresinin uzadigi, ancak enzim
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ile termofilik starter kiiltiirlin bir arada kullaniminin inkiibasyon siiresi iizerine etkili
olmadigi, depolama sirasinda asitlik gelisiminin sinirhi kaldigi, buna karsin duyusal
acidan MTGase ile iiretilen yogurtlarin klasik yogurt aroma 6zelliklerini tam olarak

tagimadigi belirlenmistir (Lorenzen ve ark., 2002).

Kirmaci (2005), MTGase enziminin yagsiz yogurtlarda, yagin uzaklastirilmasi
ile meydana gelen tekstiirel zayifligin giderilmesinde basariyla uygulanabilecegini
ortaya koymustur. Calismada ayrica, MTGase enziminin yogurt bakterileri lizerine
kismi inhibisyon etkisi oldugu ve buna bagli olarak da inkiibasyon siiresinin ve
depolama siiresinin uzadig1 belirlenmistir. MTGase uygulanan yogurtlarin duyusal
niteliklerinin, kontrol 6rneginden daha zayif oldugu goriilmiistiir. Ayrica MTGase
kullannmi  durumunda 1s1l iglem sicakliginin  75-80°C’ye c¢ekilebilecegi ve

kurumadde artiriminin elemine edilebilecegi belirlenmistir.

Yogurt tiretiminde MTGase ilave edilmis siit kullanildiginda, fermentasyon
siiresinin daha uzun ancak depolama siiresince ortaya ¢ikan asitlik gelisimin daha
hizl1 oldugu gozlenmistir (Lorenzen, 2000a; Ozer ve ark., 2007). Bu yolla elde edilen
yogurt orneklerinin jel dayaniminin daha yiiksek, sineresiz hizinin ise daha diisiik
oldugu bulunmustur. Capraz bagh jellerin daha diistik gecirgenlige sahip olmasinin,
daha iy1 bir mikro yap1 ve protein ag yapisinda daha kiiciik porlarin olusumu ile
iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Faergeme ve ark., 1999; Lorenzen, 2000a; Schorsch,
ve ark., 2000). Ayrica enzim ilave edilmis siitten elde edilen yogurt drnekleri daha
plriizsiiz, kuru ve beyaz bir yiizeye sahip olup tadi daha hafif ve kivami daha fazladir
(Lorenzen, 2000a). MTGase diisiik yag ve yagsiz kuru madde igerigine sahip peynir

ve dondurma gibi siit iirlinleri tiretimini de olasikilar (Motoki ve Seguro, 1998).
2. 3. Transglutaminazin Ayran Uretiminde Kullanilmasi
Literatlirde transglutaminaz enzimi ile ilgili yogurtlarda yapilmis birgok
calisma bulunmakla birlikte ayran konusunda yapilmis bir ¢alismaya rastlanmistir.

Yapilan bu calismada (Sanli ve ark., 2011); transglutaminaz enzimi ile siit

proteinlerinin enzimatik modifikasyonunun ayran iliretiminde uygulanabilirligi ve
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enzim ilavesinin iriiniin kalite kriterleri iizerine etkileri arastirilmistir. Calismada
enzim siite farkli asamalarda katilmis ve farkli siirelerde muamele edilmistir.
Arastirma sonucunda enzimle muamele edilmis siitten liretilen Ayranlarin reolojik
ozelliklerinin 1yilestigi ve mikrostriiktiirel yapismin sikilastigir belirlenmistir.
Enzimle muamele ayranlarin kimyasal ve duyusal 6zelliklerinde ise dnemli bir

degisiklik meydana gelmedigi bildirilmistir.
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3.MATERYAL ve YONTEM

3. 1. Materyal

Arastrmada hammadde olarak; Ani Siit A.S.’den saglanan inek siitleri
kullanilmistir. Ayran iiretiminde, starter kiiltiir olarak Chr.Hansen (Peyma-Hansen,
Tiirkiye) firmasinin irettigi YC-350 (Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii. spp. bulgaricus) liyofilize kiiltiirii, transglutaminaz enzimi olarak
Ajinomoto Co. Inc. (Japon)firmasindan temin edilmisticr ve Streptoverticillium
spp.’den izole edilmis mikrobiyal trans glutaminaz (MTGase) (Activa WM) enzimi

kullanilmastir.

3. 2. Yontem

3.2.1. Ayran iiretimi

Sekil 3. 1’de Ayran iiretim semas: verilmistir. Sekil 3.1°de goriildiigii gibi
Ayran tretiminde, siitler yag, kurumadde ve tuz igerikleri TS 3810 Ayran Standardi
(Anonim 2003) ve Fermente Siitler Tebligi (Anonim, 2001) esas alinarak yagsiz
kurumadde en az % 6 olacak sekilde sulandirilmistir, yag standardizasyonu ve
homojenizasyonu gergeklestirildikten sonra 90+2°C de 5-10 dakika siire ile 1s1l iglem
uygulanmustir. Pastorizasyon isleminin ardindan 50 ° C de 0.5 unit/gr protein, 1
unit/gr protein, 2 unit/gr protein, 4 unit/gr protein oranlarda MTGase ile yine 10 dk.
inkiibasyon islemi uygulanmistir. (1 unit MTGase/g siit; siit proteinin her 1 gramima
karsilik transglutaminazin 1 unite katilacagini ifade etmektedir.) Daha sonra 45°C’ye
sogutulan siitlere % 2 oraninda Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii spp.bulgaricus starter kiiltiir ilave edilerek ve pH 4.6’ya kadar
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda ayranlar karistirilarak sogutulmus ve

tuz ilavesi yapildiktan sonra paketlenmistir.
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Cig Siit

|

*Su lavesi

|

On Isitma (50°C)

Yag Standardizasyon

|

Homojenizasyon (50-55 °C/ 175 bar)

|

Isil Islem (90 °C/ 5-10dak)

|

Sogutma (50 °C)
MTGase ile 50 °C’de Inkiibasyon
(A:0.5 unit/gr protein, B:1 unit/gr protein, C:2 unit/gr protein,
D:4 unit/gr protein, E:kontrol)

|

Sogutma (45 °C)

|

Starter Kiiltiir {lavesi (%2)

|

Inkiibasyon
(pH 4.6’ya kadar)

AYRAN

|

Karistirarak Sogutma ( +10°C)

|

Tuz ilavesi**

Paketleme

|

Depolama (+ 4°C)
* Su ilavesi yagsiz kurumadde en az % 6 olacak sekilde yapilmustir.

** Tuz en ¢ok % 1 olacak sekilde yapilmigtir.

Sekil 3.1. Ayran iiretim semasi
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Ayran iretimi iki tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir. Siitlerin bilesimleri ile
Ayranlarin fiziksel, kimyasal, mikrotekstiirel, duyusal ve mikrobiyolojik analizleri

depolamanin 1., 10. ve 20. giinlerinde yapilmistir.

3. 2. 2. Cig siitlerde yapilan analizler

3. 2. 2. 1. pH Tayini

Siitlerde pH degerleri dogrudan Thermo Scientific firmasina ait orion 4 star

marka dijital pH metre kullanilarak saptanmastir.

3. 2. 2. 2. Titrasyon Asitligi Tayini

Cig stitlerde asitlik tayini alkali titrasyon yontemi ile saptanmis ve sonuglar %

laktik asit cinsinden ifade edilmistir. (IDF, 1982).

3. 2. 2. 3. Kurumadde Oranlar

Cig siitte gravimetrik yontem kullanilarak belirlenmis ve sonucglar % olarak

ifade edilmistir.(IDF, 1982).

3.2.2.4. Yag Oram

Yag oran1 0-8 taksimath 6zel siit biitirometresi ile Gerber yontemine gore %

olarak belirlenmistir. (Anonim, 1990).
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3. 2. 2. 5. Protein Orani

Protein orani, protein azot cihazi Leco FB 528 cihaz1 ile % protein olarak

belirlenmistir

3. 2. 3. Ayran analizleri

3. 2. 3. 1. pH Tayini

Stitlerde pH degerleri dogrudan Thermo Scientific firmasina ait orion 4 star

marka dijital pH metre kullanilarak saptanmastir.

3. 2. 3. 2. Titrasyon Asitligi Tayini

Ayranlarda asitlik tayini alkali titrasyon yontemi ile saptanacak ve sonuclar %

laktik asit cinsinden ifade edilecektir (IDF, 1982).

3. 2. 3. 3. Kurumadde Oranlan

Ayranlarda gravimetrik yontem kullanilarak belirlenecek ve sonuglar % olarak

ifade edilecektir (IDF, 1982).

3.2.3.4. Yag Oram

Ayranlarin yag orani0-8 taksimatli 6zel siit biitirometresi ile Gerber yontemine

gore % olarak belirlenmistir (Anonim, 1994).
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3. 2. 3. 5. Protein Orani

Protein orani, protein azot cihazi Leco FB 528 cihazi ile % protein olarak

belirlenmistir

3. 2. 3. 6.Tuz Oram

Tuz oranlar1 Mohr titrasyon yontemine gore, hazirlanan 6rnegin ayarl 0.1 N
AgNO; ile titrasyonu sonucu belirlenmis ve sonuglar % olarak ifade edilmistir

(Anonim, 1989).

3. 2. 3. 7. Viskozite

T bar baslikli Brookfield viskozimetresi (Brookfield Model RVDV-II+,
Brookfield engineering Labortories. Inc Middlesbrough UK.) kullanilarak
olciilmiistiir (Ozer ve Ark., 1997).

3. 2. 3. 8. Su Tutma Kapasitesi

Ayranlarda yapilan su tutma kapasitesi Remeuf ve ark. (2003) tarafindan
tanimlanan yontemin modifiye edilmesiyle belirlenmistir. Buna gore bir plastik
tiipe yaklasik 20 g ornek tartilarak bir santrifiijde (MSE Hi-Spin 21. Model, Fison
Scientific Equipment Pic., UK) 6000 d/d’de 10 dak. santrifiij edilmistir. Santrifiij
sicaklig1r 20°C olarak secilmistir. Santrifiij isleminden sonra 6rnekten ayrilan su
plastik tiipten siliziilmiis ve bu tiipiin tabaninda biriken santrifiigat tartilmistir. Elde
edilen bu santrifligatin orijinal 6rnek agirligina oran1 % su tutma kapasitesi olarak

adlandirilmistr.
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3.2.3.9. Serum ayrilmasi

100 mI’lik meziirlere konulanayranlarda4-5°C ' de depolama siiresi boyunca

ayrilan serum miktari dlciilerek (ml olarak) % olarak verilmistir. (Oziinlii, 2005 )

3. 2. 3. 10. Mikrostriiktiirel Ozellikler

Ayranlar  Orneklerinin  mikrostriiktiirlerini  belirlemek  lizere analize
hazirlanmasinda Hayat (1981) tarafindan bildirilen yontemden yararlanilmistir.
Ayran Ornekleri 0.45 por c¢apma sahip hazir kapsiiller i¢ine konulacak ve bu
kapsiillerin agz1 kapatilarak preparasyon siselerine alinmistir. Kapsiiller 0.1M
sodyum fosfat tamponu ile hazirlanan(pH:7.2) %3’liik glutaraldehit ¢6zeltisi iginde 1
gece bekletilerek 6n fiksasyonu yapilan ve dort defa tampon ¢ozeltisi ile yikanmaistir.
Daha sonra %1°lik osmium tetroksit i¢inde 1 saat post fiksasyona tabi tutulmus ve
yine tampon ¢ozeltisi ile 4 defa yikanmistir. Fiksasyon igslemlerinden sonra 6rnekler
dehidrasyona alinmistir. Dehidrasyonda %30 — 40 — 50 — 60 — 70 — 80 — 90 — 100’ Lik
alkol seriler1 kullanilmistir. %100°liik alkolden 3 kez gecirildikten sonra, kapsiiller
agilarak etiiv i¢inde 30°C de kurumaya birakilmistir. Hazirlanan 6rnekler, karbon
kapli bant yardimi ile staplar iizerine yapistirilmis ardindan Polaron SC 502 sputter
coater aleti ile saf altinla kaplandiktan sonra taramali elektron mikroskobu (SEM) ile

incelenerek goriintiileme yapilmistir.

3. 2. 3. 11. Mikrobiyolojik analizler

TS 3810’a gore almacak (Anonim, 2003) 1 mL ayran 6rneginin % 0.1’lik steril
peptonlu su ile karistirilmasindan sonra uygun dilisyonlar hazirlanmistir ve degisik
grup mikroorganizmalar i¢in Onceden ayarlanan petri kutularma, hazirlanan
diliisyonlarindan 1 ml alinarak dokme ekim yontemi ile ekim yapilmistir. Ekimler 2
paralelli olarak, 2 degisik dilisyonda yapilmis ve petri kutularinda olusan koloni
sayilar1 logoritmik transformasyona tabi tutulduktan sonra Orneklerde canli

mikroorganizma sayilar1 belirlenmistir.
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Mikrobiyolojik analizlerde anaerobik ortam, Merck (Almanya) firmasindan
saglanan anaerobik kitler aracilig1 ile gerceklestirilmistir. Bu amagla, her bir kit
iizerine 35 ml damitik su homojen bir sekilde yayilacak ve kitler hemen anaerobik

jarlara konulmustur.

Toplam starter sayisi

Ayran Orneklerinde S. thermophilus M 17 Agar kullanilarak aerobik olarak, L.
delbrueckii spp.bulgaricus MRS agarda anaerobik olarak 37°C’de 48 saat siire ile
inkiibe edilerek belirlenmistir (Rybka ve Kailasaphaty, 1996).

3. 2. 3. 12. Duyusal Analizler

Ayranlarda depolamanin 1., 10. ve 20. giinlerinde 10 kisiden olusan panel
tarafindan Ranking test modeli kullanilarak Bodyfelt ve ark.’na (1988) gore
yapilmistir.

3. 2. 3. 13. istatistiksel Analizler

Istatistik analizler "Tesadiif Parsellerinde Faktoriyel Deneme Planmi"na gore
(5x3x2) (Enzim Oranmi x Depolama x Tekerriir) yapilacak ve SPSS 9.0 paket
programi kullanilmistir. Fiziksel ve kimyasal 6zellikler agisindan, 6rnekler arasinda
farklilik olup olmadigim1 saptamak i¢in varyans analizi yapilmis ve varyans

analizinde 6nemli olanlar LSD testine tabi tutulmustur (Bek ve Efe, 1995).
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AYRAN DUYUSAL ANALIZ FORMU
Panelist Adi-Soyadit: Tarih:

Birazdan size Ayran ornekleri servis edilecek ve size Urinun bazi kriterleri hakkindaki

duslnceleriniz sorulacaktir. Litfen;

1. Size verilen Ayran drneklerini asagida verilen siraya gore tat-aroma, kivam ve genel

begeniniz yéninden degerlendiriniz.

2. Uriinin sizde biraktigi etkiye gére, asagidaki skalayi kullanarak 1 ile 9 arasinda bir

numarayi daire igerisine aliniz.

Puanlandirmada, 1= Cok ¢ok kéti, 5= Ne iyi ne kéti, 9= Cok ¢ok iyi’ye esittir.

3. Urinile ilgili varsa yapmak istediginiz énerileri asagida ayrilan kisma yaziniz.

4, Her Grln0 tattiktan sonra, digerine gegmeden 6nce adzinizi su ile ¢alkalayiniz.

Sizin yapacaginiz diirtist bir puanlama bizlerin ¢alismasina ybn verecektir.

TAT AROMA
1 2 3 4 5 6 7 8 9

GENEL KABUL EDILEBILIRLIK
1 2 3 4 5 6 7 8 9

@ ©

Uriin hakkindaki diger dUstinCeleriniz: ...............ccouveeeeeeeeiiieeeeeeeeinne

Not: Lutfen drnekleri tercihinize goére siralayiniz.

1) 2 3 4 95

Sekil 3.2. Duyusal analiz formu

26



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ash CELIKEL

4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirmada Kullanilan Cig Siitiin ve Ayranlarin Baz1 Nitelikleri

Uretimde kullanilan ¢ig siitlerin ve ayranlarin bilesimi Cizelge 4.1°de ve

Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Arastirmada kullanilan ¢ig siitlin bilesimi

pH T;t;i?l?gn Kurumadde | Protein Yag Laktoz Kiil (%)
ALA) (%) ©%) | %) | (W)
1. tek 6.69 0.184 8.52 3.32 0.2 4.20 0.76
2. tek 6.68 0.176 8.62 3.38 0.2 4.27 0.75
Ort. 6.69 0.180 8.57 3.35 0.2 4.24 0.76

Uretimde kullanilan ¢ig siitiin bilesiminin, TS1018 Cig Inek Siitii standardina

uygun oldugu belirlenmistir.

Hammadde ¢ig siit, TS 3810 Ayran Standardinda (Anonim, 2003) verilen
yarim yagl ayran smifina uygun olarak, ayran orneklerinin yag oranmi en az % 0.8

olacak sekilde standardize edilmistir.

Cizelge 4.2. Deneme ayranlarmin ilk giin bilesimleri (n=2)

Ayranlar* pH Titrasyon Kurumadde Protein (%) | Yag (%) Tuz (%)
asitligi (°SH) (%)
A 4.679 29.92 6.37 1.97 0.80 0.65
B 4.629 30.98 6.25 2.03 0.75 0.62
C 4.683 29.92 6.43 2.01 0.78 0.72
D 4.700 30.56 6.39 2.00 0.80 0.68
E 4.580 32.64 6.37 1.99 0.80 0.65

*A:0.5 unit/gr protein, B:1 unit/gr protein, C:2 unit/gr protein, D:4 unit/gr protein, E:kontrol
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4. 2. Depolama Siiresince Ayranlarin Fizikokimyasal Ozelliklerinde Géoriilen

Degismeler

Depolama siiresince ayranlarin bilesiminde goriilen degismeler Cizelge 4.3’de

verilmistir. Denemede {iretilen ayranlarin bilesimlerinin Fermente Siitler Tebligi’ne

(2009) uygun oldugu belirlenmistir

Cizelge 4.3.°de

degisiklikler (n=2)

Ayranlarin  bazi

fizikokimyasal ozelliklerinde

depolama

stiresince  goriilen

Ornek | Depolama Titrasyon ) )
. S ) pH Asidisi Viskozite Serum Su tutma
urest sitligi

CSH) Ayrilmasi Kapasitesi
1. giin 4.68+0.013"" | 29.92+0.311¥ | 990+28.3" 0+0.00° | 77.51+0.127"
A 10. giin | 4.27+0.018% | 32.00+0.990" | 1105+7.1% | 1+0.00% | 78.66+0.014"
20. giin 4.01£0.008° | 32.40+0.283% | 1285+7.1°" | 1.5+0.00"" | 71.03+0.057"
1. giin 4.63£0.030°" | 30.984+0.028% | 1045+21.2% | 0£0.00°" | 78.0440.113%
B 10. giin 4.2440.039% | 32.64+0.085% | 1190+£14.1% | 0+0.00°" | 79.58+0.057"
20. giin 3.99+0.039" | 33.20+0.424°' | 1420+28.3"' | 0+0.00°" | 72.25+0.014"
1. giin 4.68+0.033* | 29.92+0.1702 | 1150+14.1® | 0£0.00°" | 78.27+0.099°
C 10. giin 4.23+0.009% | 33.28+0.594°' | 1290+28.3 | 0+0.00°" | 80.41+0.184"
20. giin 4.01£0.001° | 33.00+0.283°" | 1485+21.2*" | 0+0.00° | 74.65+0.042"
1. giin 4.70£0.027*" | 30.56£0.113% | 1095+7.1% | 0+0.00°" | 77.18+0.071%¢
D 10. giin 4.30£0.011% | 31.60+0.141¢" | 1100+70.7 | 0£0.00°" | 79.2340.057°
20. giin 4.10£0.015™ | 31.80+0.1414" | 1160+28.3%" | 0+0.00¢" | 72.17+0.042°
1. giin 4.58+0.018" | 32.6440.283% | 400+42.4"™ | 340.00° | 71.12+0.057"
E 10. giin 4.19£0.021¥ | 34.00+£0.566™ | 435+21.2¢" | 30+1.41°% | 69.70+0.424"
20. giin 3.91+0.006° | 34.98+0.424%" | 460+28.38" | 36+1.41°' | 68.64+0.057"

*A:0.5 unit/gr protein, B:1 unit/gr protein, C:2 unit/gr protein, D:4 unit/gr protein, E:kontrol

**MTGase enzimi oranma gére siitunlar yukaridan asagiya dogru incelendiginde ayni harflerle

gosterilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farksizdir.

Depolama siiresine gore, siitunlar yukaridan asagiya dogru incelendiginde ayni rakamlarla gosterilen
degerler istatistiksel olarak birbirinden farksizdir.
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4. 2. 1. Ayran orneklerinin pH ve titrasyon asitligi degerlerinde goriinen

degisimler

Aktif asitlik (serbest asitlik) ve toplam asitlik (titrasyon asitligi) olmak iizere
iki tip asitlik vardir. Aktif asitlik soliisyondaki hidrojen iyonlar1 konsantrasyonunun

miktarmi verir ve pH degeri ile ifade edilmektedir.

Ayran orneklerinin pH ve titrasyon asitligi degerleri Cizelge 4.3’de Sekil 4.
1.’de ve Sekil 4. 2.’de verilmistir.

7
6 BA
OB
T
0.5 ac
@D
4
oE
3
1. Gun 10. Gln 20. Gln

Sekil 4. 1.Farkli oranda MTGase igeren ayranlarin pH degerleri

. 45

T

(\/)_'/ 35 oA
> @B
% 25 ocC
S (m]D)
@ 15 mE
©

= 5 . .

1. Gln 10. Gun 20. Gln
Sekil 4.2. Farkli oranda MTGase igeren ayranlarin titrasyon asitligi degerleri

Enzim ilavesinin ayranlarin pH’smna ve titrasyon asitligine etkisi 6nemli
bulunmustur (p<0.01). Enzim ilaveli 6rneklerin pH degerlerinin kontrol 6rnegine

gore daha yiiksek, titrasyon asitligi degerlerinin ise daha diisiikoldugu tespit
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edilmistir. TG ile siit proteinlerinin ve peptidlerin ¢apraz-baglanmasinin bir sonucu
olarak yogurt bakterilerinin 6zellikle laktobasillerin proteolitik aktivitesinin azalacagi
ve bunun da steptekoklarin gelisimini dolayisiyla laktik asit {iretimini yavaslatacagi
disiiniilmektedir. Kirmaci (2005) ve Yiiksel (2007) de MTGase ilave edilen

yogurtlarda benzer sonuglara ulagmistir.

Ayranlara ilave edilen enzim konsantrasyonu arttikca Orneklerin pH
degerlerinin artt1g1, titrasyon asitligi degerlerininse azaldig1 belirlenmistir (p<0.01).
En yiiksek pH ve titrasyon asitligi degerleri sirasiyla D ve A Orneklerinde,buna
karsilik en diisiik pH ve titrasyon asitligi degerleri de sirasiyla A ve D 6rneklerinde
elde edilmistir. Bunun nedenin MTGase enzimin laktobasiller lizerindeki inhibitif

etkisinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Neve ve ark., 2001).

Sekil 4. 1. ve Sekil 4. 2.’de yer alan histogramlardan goriildiigii gibi, depolama
siiresi boyunca yogurt 6rneklerinin pH’s1 azalmis ve titrasyon asitligi degerleri ise
artmistir. pH degerlerindeki bu azalis istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) olmasina
ragmen, depolamanin titrasyon asitligine etkisi istatistiksel olarak 6nemli ¢ikmistir
(p<0.01). Ayranlarin pH degerlerindeki azalma ve titrasyon asitligindeki atrmanin
depolama sirasinda laktik asit bakterilerinin faaliyetlerine devam etmesinden

kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Kirmact (2005) farkli konsantrasyondaki MTGase ilaveli yogurt ornekleri
iizerinde yaptig1 calismada depolama siiresince pH degerlerinin diistiiglinii tespit

etmistir.

Bunun yani sira depolama sirasindaki bu azalma starter kiiltiirler ve 6zellikle
de bunlarm tiretmis oldugu enzimlerin aktivitelerine bagl olarak fermente iiriinlerde
asitligin artti§1 bircok arastirmaci tarafindan da belirlenmistir. (Abrahamsen ark.,
1978; Abrahamsen ve Holmen, 1981; Atamer ark., 1989;Sezgin ark., 1993; Aydar,
1996; Altinayar, 1997; Atamer ark., 1999; Giilmez ve Giiven, 2003). Atamer ark.
(1999) Dayanikli ayran iiretimi ilizerine yapilan calismada, iki haftalik depolama

sonunda ayranlarm asitliklerinde 0.06-0.13 pH’lik bir diislis saptamislardir. Katki
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maddesi olarak mikrobiyel koruyucu ilavesinin denendigi bir calismada da
Ayranlarin pH’sinda 7 giinliik depolama sonucunda 0.21 pH’lik bir azalis
saptanmistir (Gong ark., 1989). Aymi depolama siiresince, farkli oranlarda su
katilarak tretilen Ayranlarmm pH degerleri de benzer diizeyde azalma (0.2 pH)
gostermistir (Ergiillii ve Demiryol, 1983).

Lorenzen ve Schlimme (1998) yogurt 6rneklerinde MTGase enzimi ilavesinin
titrasyon asitligi degerinde 14 giinliik depolama siirecinde enzim ilave edilmeyen
orneklere gore farklilik yaratmadigini bildirmektedirler. Yiiksel (2007) ise yagh
yogurt Orneklerinde enzim ilavesinin titrasyon asitligi degerini Onemli oranda

etkilemedigini tespit etmistir.

4. 2. 2. Ayran érneklerinin serum ayrilmasi degerlerinde goriilen degisimler

Ayran gibi fermente siit Uriinlerinin kalitesinde etkili olan 6nemli stabilite
parametrelerinden biri serum ayrilmasidir. En 6nemli kusur olarak tanimlanan serum
ayrilmasi, yogurt ve ayranlarin yiizeyinde zamana baglh olarak ve kendiliginden

meydana gelen, kat1 ve s1vi fazin birbirinden ayrilmasidir (Lucey, 2001).

Ayran oOrneklerinin depolamanin 1., 10. ve 20. giiniinde belirlenen serum

ayrilmasi degerleri Cizelge 4.3.’de ve Sekil 4.3.°de verilmistir.

40
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Sekil 4. 3.Farkli oranda MTGase igeren ayranlarin serum ayrilmasi degerleri

31



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ash CELIKEL

Enzim ilavesi ayranlarin serum ayrilmasit degerlerini Onemli diizeyde
etkilemistir (p<0.01). Kontrol 6érneklerinde serum ayrilmasi gozlenirken enzim ilave
edilen 6rneklerde A 6rnegi harig, serum ayrilmasi olmamaistir. Bu durumun MTGase
enziminin  olusturdugu  ¢apraz  baglanma tepkimelerine  baglhh  oldugu

diistiniilmektedir.

Enzim oranlar1 ayran 6rneklerinin serum ayrilmasi degerlerini 6nemli diizeyde
etkilemistir (p<0.01). Sekil 4.3.’de de goriildiigii gibi kontrol 6rneginde serum
ayrilmasi gozlenirken, enzim ilaveli A, B, C ve D orneklerinde serum ayrilmasi
olmamistir. Bu durum MTGase enzimin olusturdugu capraz baglardan ve bu baglar
arasinda serbest suyu hapsetmesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. A 6rneginde

serum ayrilmasi gecikmis ama tamamen Onlenememistir.

MTGase enziminin katalize ettigi capraz baglanmanin yogurdun jel sikiligini
arttirdig1 ve gecirgenligini azalttigi, 6zellikle de yagsiz ya da az yagh yogurtlarda
kullannminin piht1 stabilitesini  gelistirdigi, serum ayrilmasmi geciktirdigi ve
depolama asitligini 6nemli Olclide azalttigi bildirilmistir (Faergemand ve ark.,

1999a).

Siit proteinlerinden kazeinlerin sahip oldugu primer yapilarindan dolay1
MTGase enzimi i¢in ¢ok uygun subsrat olduklar1 bildirilmektedir (Faergemand ve
ark., 1999a; Dickinson ve Yamamoto, 1996; Imm ve Lee, 2000; Lauber ve ark.,
2000; Lorenzen, 2000; Kuraishi ve ark., 2001). Buna karsin; siit proteinlerinin
onemli bir kismimi olusturan serum proteinlerinin ikincil ve tiglinciil yapilarindan
dolay1 enzim reaksiyonuna kars1 dayanikli olduklari, ancak; 1s1 ile denatiirasyonlar1
sonucu enzimin serum  proteinleri  lizerideki etkinliginin arttigi
bilinmektedir(Lorenzen, 2000; O’Sullivan ve ark., 2001). Bu nedenle enzim

miktaridaki artis sik1 yap1 olusumunu saglamakta ve serbest su tutulmaktadir.
Benzer sekilde, Kirmaci (2005), Lorenzen (2002), Farnsworth ve ark. (2003)

ve Ozer (2007) de yaptiklar1 calismalarda MTGaseenzimininyogurtlarda serum

ayrilmasinda azalmaya neden oldugunu belirlenmislerdir. Serum ayrilmasindaki
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azalmanin nedeninin, enzimin katalize ettigi siit proteinlerinin ¢apraz baglanmasinin

bir sonucu olarak jel ge¢irgenligindeki azalma oldugu diisiiniilmektedir.

Depolama siiresinin  0rneklerin serum ayrilmasi degerleri iizerine etkisi
istatiktiksel olarak Onemli olmustur (p<0.01). Sekil 4. 3.’de de goriildiigii gibi
depolamanin 1. giinlinde kontrol Orneginde serum ayrilmasi gozlenirken,
depolamanin sonundakontrol ve 0.5 unit/gr protein enzim igeren (A) Orneklerde
serum ayrilmasi goriilmiistiir. Aynmi sekilde depolamanin 20. giinde de serum
ayrilmasi sadece A ve E (kontrol) 6rneklerinde goriilmiistiir. Depolama stiresince A

ve E orneklerinin serum ayrilmasi degerlerinin arttig1 belirlenmistir.

Kirmac1 (2005) da MTGase katkili yogurtlar ile yaptigi c¢alismada hem
depolama siiresinin hem de enzim konsantrasyonundaki degisimin serum ayrilmasi
iizerine etkisinin 6nemli oldugunu bulmustur.

4. 2. 3. Ayran orneklerinin viskozite degerlerinde goriilen degisimler

Fermente siit {iriinlerinin kalitesinde etkili olan viskozite ise bir sivinin i¢

stirtlinmesi olarak tanimlanmaktadir (Renner, 1991).

Ayran orneklerinin depolamanm 1. 10. ve 20. giliniinde belirlenen viskozite

degerleri Cizelge 4.3.’de ve Sekil 4.4.de verilmistir
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Sekil 4. 4. Farkli oranda MTGase igeren ayranlarin viskozite degerleri
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MTGase enzimi ilavesinin ayranlarin viskozite degerleri {izerine etkisi
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.01). MTGase ilaveli tiim 6rneklerin
vizkozite degerleri kontrol 6rneginden (E) yliksek ¢ikmistir. Bu durum MTGase
enzimin  olusturdugu  ¢apraz  baglanmanin  viskozite  lizerine  etkisini
gostermektedir.Sanl1 (2011) yaptig1 calismada MTGase ilaveli ayran 6rneklerinin

kontrol 6rneginden daha yiiksek viskozite degerlerine sahip oldugunu saptanmustir.

Orneklerdeki enzim orani arttikga viskozite degerleri de artmustir.En yiiksek
deger C Orneginde tespit edilmistir. Ancak enzim orani olarak artis gdstermesine
ragmen D Orneginde viskozite diismiistiir. Set tipi yogurtlarda, jel sikiginm 5 unit/
protein miktarlarma kadar kullanilan TG ile artigi, ancak daha fazla miktarda
kullanilan enzimin ayni etkiyi gostermedigi bulunmustur. Yiiksek miktarlarda TG
kullanimi ile yogurdun maksimum jel sikilig1 ve kirilma giicline ulastig1 sonra bu
niceliklerin kademeli olarak azaldigi bildirilmektedir. Bu sonug, fazla miktarda
olusan G-L baglarmin yogurt jeli olusumundaki ag yapiyr inhibe edebildigini
gostermektedir (Kuraishi ve ark., 2001).

Depolama siiresinin ayranlarin viskozitesi lizerine etkisinin 6nemli oldugu
saptanmistir  (p<0.01). Depolama boyunca tiim Orneklerinviskozite degerleri

artmistir.

Benzer sekilde; Kirmaci (2005) ve Ozer (2007) yaptiklar1 ¢alismalarda 1s1l
isleminin ardindan MTGase ile muamele edilen siitten elde ettikleri yogurt
orneklerinde viskozitenin kontrol 6rnegine gore istatistiksel acidan onemli sayilacak

oranda yliksek oldugunu belirlemislerdir.

4. 2. 4. Ayran orneklerinin su tutma Kkapasitesi degerlerinde goriilen

degisimler
“Su tutma kapasitesi” (WHC) yogurdun reolojik 6zelliklerini yansitan dlgiitlerden

biridir ve tiiketici begenisi a¢isindan onemli bir parametredir. Sekil 22°de TG-igeren

yogurt Ornekleri ile kontrol Orneklerinin su tutma kapasiteleri (%WHC)
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karsilagtirilmistir. Serum ayrilmasi, set yogurdun yiizeyinde ya da mekanik olarak jel
kirildiginda agiga ¢ikan serum olarak ifade edilmektedir. Sinerezis, ag yapinin
yeniden diizenlenmesi ile partikiil-partikiil baglanmalarmin sayisinda artisa neden
olmaktadir. Daha sonra ag yapi biiziilmekte; (contraction) ve serum ayrilmasi
gerceklesmektedir. Sinerezisin nedenlerinin diisiik kuru madde ve protein igerigi,
yiiksek inkiibasyon sicakligi ile depolama ve inkiibasyon boyunca iiriinde ortaya
cikan fiziksel etkiler oldugu kabul edilmektedir (Walstra ve ark., 1999). Kuru madde
ve/veya protein igerigi arttirilarak yogurtta serum ayrilmasinin oniine gecilebilecegi
bildirilmektedir (Tamime and Robinson, 1999). TG ile iiretilen yogurt drneklerinde
de su tutma kapasitesinin daha fazla oldugu ve serum ayrilmasmin Oniine
gecilebilecegi one siirlilmektedir (Kuraishi ve ark., 2001). Calismamizda da
ayranlara ilave edilen MTGase enzimi ayranlarin su tutma kapasitesi degerlerini

belirgin olarak arttirdig1 saptanmistir (p<<0.01).

Enzim oraninin ayranlarin su tutma kapasitesi degerlerine etkisi istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (p<0.01). Cizelge 4. 3.de ve Sekil 4. 5.°de goriilecegi
gibi kontrol 6rneginde (E) su tutma kapasitesi ilk giin 71.12 iken enzim orani artik¢a
ayranlarm su tutma kapasitesinde bir miktar artis gdzlenmis (swrasiyla A: 77.51, B:
78.04, C: 78.27), ancak oran daha da artirilinca su tutma kapasitesi degerinin
azalmaya basladig1r belirlenmistir (D: 77.12).Bu degisimin D Orneginde protein
yapismin fazla sikilasmasindan ve proteinler arasindaki suyu disar1 atmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 4. 5.Farkli oranda MTGase igeren ayranlarin su tutma kapasitesi degerleri
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Motoki ve Seguro (1998) transglutaminaz enzimin siit proteinlerinin su
baglama kapasitesini arttirdigini bildirmektedir. MTGase enzimin katalize ettigi siit
proteinlerinin ¢apraz baglanmasinin bir sonucunda olusan yapi i¢inde serbest su

tutulmakta, bu da su tutma kapasitesini artirmaktadir..

Imm ve ark. (2000) MTGase ile islem gormiis siitlerden tretilen yagsiz set
yogurtlarda su tutma kapasitesi ve jellesme 6zelliklerinde 6nemli artiglar meydana

geldigini belirlemislerdir.

Ayrica Sanli (2011) calismasinda siitii sulandirarak yapilan ayran liretiminde
pastorizasyon islemi ardindan siitiin MTGase enzimi ile inkiibasyonun serum

ayrilmasimi 6nledigini tespit etmistir.

Ayran oOrneklerinin su tutma kapasitesi degerleri lizerine depolama siiresinin
etkisi istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0.01). Cizelge 4. 3.’de ve Sekil 4.
5.’de MTGase enzimi katkili 6rneklerde depolama boyunca su tutma kapasitesinin
azaldig1 gozlemlenmistir. Bu azalmanm Orneklerin asitli§indeki yiikselmeden
kaynaklandig1r distiniilmektedir. Fermente siit {riinlerinin asitlik diizeyindeki
degisim {riiniin yapisinda ve serum ayrilmasinda etkili bir faktérdiir. Diisiik asitlikte
proteinlerin su tutma kapasiteleri yetersiz iken, yiiksek asitlikte s6z konusu 6zellikte
azalis goriilmektedir. Bu nedenle ideal asitlikte proteinlerin su tutma kapasiteleri
artmakta ve dolayisiyla viskozite iyilesmekte ve serum ayrilmasi azalmaktadir (Rasic

ve Kurmann, 1978; Atamer ark., 1986).

4. 3. Depolama Siiresince Ayranlarin Duyusal Niteliklerinde Goriilen
Degisimler

Ayran Orneklerinin duyusal o6zelliklerinde depolama siiresince goriilen

degisiklikler Cizelge 4. 4.’de verilmistir.
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Cizelge 4. 4 Ayranlarin duyusal 6zelliklerinde depolama siiresince goriilen degisiklikler (n=2)

Ornek Depolama Tat-Aroma Kivam Genel Kabul
Siiresi Edilebilirlik

1. giin 8.00+2.121* 7.88+0.028" 7.40+0.141¢

A 10. giin 8.22+0.057" 8.00+1.414" 8.22+0.028"
20. giin 7.77+0.028" 7.00+1.414" 7.25+0.071¢

1. giin 8.77+0.028" 8.77+0.042" 8.50:£0.141"

B 10. giin 8.88+0.014" 8.33+0.057" 8.55+0.071"
20. giin 8.00:£0.707* 8.22+0.156" 7.80+0.212"

1. giin 7.88+0.156" 7.88+0.141" 7.00+0.707°

C 10. giin 7.44+0.057" 8.27+0.028" 6.66+0.042%
20. giin 6.77+0.028" 8.22+0.028" 6.25+0.354%

1. giin 6.22+0.028" 6.22+0.028" 6.50+0.071%

D 10. giin 6.11+0.014°" 6.22+0.113° 5.88+0.028
20. giin 6.00+0.283 5.88+0.198 5.63+0.014%

1. giin 8.10:0.141* 7.66+0.028"" 8.10:0.141*

E 10. giin 8.88+0.014" 7.33+0.014" 8.00+0.849"!
20. giin 7.00+1.414" 7.2240.141" 7.63+0.042"

*A:0.5 unit/gr protein, B:1 unit/gr protein, C:2 unit/gr protein, D:4 unit/gr protein, E:kontrol

**MTGase enzimi oranma gére siitunlar yukaridan asagiya dogru incelendiginde ayni harflerle
gosterilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farksizdir.

Depolama siiresine gore, siitunlar yukaridan asagiya dogru incelendiginde ayni rakamlarla gosterilen
degerler istatistiksel olarak birbirinden farksizdir.

4. 3. 1. Tat-aroma

Orneklere ait tat-aroma puanlar Cizelge 4. 4. ve Sekil 4. 6.’de verilmistir.
Enzim ilavesinin ayranlarin tat ve aroma Ozeliginin iizerine etkisi Onemli
bulunmustur (p<0.01). Farkli enzim oranina gore Orneklerin tat- aroma degerleri
farklilik gostermis ve bu farklilik istatistiksel olarak da onemli ¢ikmustir (p<0.01). A
ve B oOrneklerinin tat-aroma puanlarinda artis oldugu belirlenmistir. Ancak enzim
orani 2 unit/g protein ve iizerine ¢ikarildiginda (C ve D Ornekleri) ayranlarmn tat-
aroma puanlarinin diistidigl tespit edilmistir. Analiz sonuglarina gore tat-aroma

bakimmdan en yiiksek puam1 B O6rneginin, en diisiik puant da D Orneginin aldig:
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ash CELIKEL

goriilmiistiir. Ayrica duyusal degerlendirmede panelistler tarafindan D O6rneginde

istenmeyen tat oldugu ifade edilmistir.

Kirmaci (2005) farkh oranlarda MTGase iceren yogurt drneklerinin tat aroma
degerlendirmesinde enzim dozajmin etkisi olmadigmi bulmustur. Ayrica enzim
miktarindaki artiga bagh olarak damak lezzetinde diisiikte olsa artis oldugunun tespit

etmistir.

Depolama siiresi boyunca ayranlarin tat-aroma puanlarinimn diistiigii saptanmas,
fakat yapilan istatistiksel analizlere gore depolama siiresinin ayran 6rneklerinin tat ve

aroma degeri lizerine etkisi 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).
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Sekil 4.6.Farkli oranda MTGase igeren ayranlarin tat ve aroma puanlari

4. 3. 2. Kivam

Orneklere ait kivam degerlendirilmesi Cizelge 4.4. ve Sekil 4.7.’de verilmistir.
Enzim ilavesinin ayranlarin kivam puanlarina etkisi 6nemli olmustur (p<0.01).
0.5unit/g protein oraninda enzim igeren A Orneginin kivam puaninkontrol drnegine

en yakin oldugu tespit edilmistir.

Enzim oranmi ayranlarin kivam puanlarmmi 6nemli diizeyde etkilemistir

(p<0.01). Enzim ilaveli 6rnekler arasinda en yiiksek puan1 B (1 unit/g protein) drnegi

38



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ash CELIKEL

almig, bunu swrasiyla C, A ve D (0.5, 2 ve 4 unit/g protein) Ornekleri takip
etmistirYiiksek oranda enzim igeren ayranlarin kivam puanlarindaki diisiis ayranlarin
sikilasan yapisindan ve Orneklerin neredeyse yogurt kivaminda olmasindan

kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Sekil 4.7. Farkli oranda MTGase igeren ayranlarin kivam puanlari

Depolama siiresinin ayran Orneklerinin kivami iizerine etkisi Onemsiz

bulunmustur (p>0.05).
4. 3. 3. Genel Kabul Edilebilirlik

Orneklere ait genel kabul edilebilirlik puanlar1 Cizelge 4.4. ve Sekil 4.8.’de
verilmistir. Enzim ilavesinin ayranlarmm genel kabul edilebilirligi iizerine etkisi
istatiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0.01). B 6rneginin genel kabul edilebilirlik
puanlar1 kontrol 6rneginden bile yliksek olurken, A 6rnegi kontrole yakin degerler

almigtir.

Enzim orani arttik¢a ayranlarin genel kabul edilebilirlik puanlarinda diizenli
olmayan bir degisim go6zlenmis, ancak bu degisimin istatistiksel olarak Onemli
oldugu saptanmistir (p<<0.01). En yiiksek kabul edilebilirlik degeri B 6rnegi (1 unit/gr
protein); en diisik deger ise D ( 4 unit/gr protein) Ornegi sahip olmustur.
Orneklerdeki kivam artis1 ile ayranlarin ferahlatici etkisinin kaybetmesi ve panelistler
tarafindan hosa gitmeyen tat olusumu D Orneginin puanlarmmin diisiik olmasinda

onemli bir faktor olmustur.
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Sekil 4.8. Farkli oranda MTGase igeren ayranlarin genel kabul edilebilirlik
puanlart

Kirmaci (2005) yaptig1 calismada enzim orani artikga Orneklerinde duyusal
kabul edilebilirliginin daha yiiksek oldugu tespit etmistir.

Depolama stiresince ayran orneklerinin genel kabul edilebilirlik puanlarinda
azalma gozlenmis ve bu azalmanin istatiksel olarak da dnemli oldugu bulunmustur

(p<0.01).

4. 3. Ayran orneklerinin mikrostriiktiirii

Ayran O0rneklerinin mikrostriiktiirleri Sekil 4. 9., Sekil 4. 10., Sekil 4. 11., Sekil
4. 12. ve Sekil 4. 13.’de verilmistir.

Ayranlardaki enzim ilavesinin mikrostriiktiir yapmin sikilasmasmdaki etkisi
Sekil 4. 9., Sekil 4. 10., Sekil 4. 11., Sekil 4. 12. ve Sekil 4. 13.’de agik¢a
goriilmiistiir. Enzimin katalize ettii protein-protein ¢apraz baglanmasiyla protein
kiimelerinin bir araya geldigi ve boylece siki bir mikrostriiktiir olustugu

goriilmektedir.
Sekil 4. 9. ve Sekil 4. 13. deki SEM goriintiileri incelendiginde kontrol ve A

orneginin birbirlerine benzer bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak her ne

kadar yap1 birbirine benzese de A 6rneginde protein kiimelesmeleri tespit edilmistir.
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- 3 pm Mag= 500K X EHT =28.00 kv EP Target= 10Pa
€ . }1 '_| Signal A= SE1 WD =115 mm Vacuum Mode = High Vacuum
Sekil 4. 9. A (0,5 unit/g protein MTGase ilave edilmis)
orneginin mikrostriktiirii

b ‘1) .
3 pm Mag= 500K X EHT =28.00 kV EP Target= 10Pa
* '_| Signal A= SE1 WD=11.0mm Vacuum Mode = High Vacuum
Sekil 4. 10. B (1 unit/g protein MTGase ilave edilmis)
orneginin mikrostriktiirii

Mag= 501KX EHT=20.00 kV EP Target= 10Pa
Signal A= SE1 WD=125mm Vacuum Mode = High Vacuum
Sekil 4. 11. C (2 unit/g protein MTGase ilave edilmis)
orneginin mikrostriktiirii
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+ Mag= 500K X EHT=2000kV  EP Target= 10 Pa

Signal A= SE1 ‘WD =120 mm Vacuum Mode = High Vacuum

Sel 4. 12. D (4 unit/g protein MTGase ilave edilmis)
orneginin mikrostriktiirii

Mag= 502KX  EHT=2800kY EP Ta

Signal A= SE1 ‘WD =110 mm Vacuum Mode = High Vacuum

Sekil 4. 13. E (kontrol) érneginin mikrostriiktiri

Ayrica sekillerde orneklerdeki enzim orami artikca yapr gittikee sikilastigi
proteinler molekiilleri arasi bosluklarin azaldigi1 ve daha piiriizsiiz bir goriiniime

sahip oldugu goriilmektedir.
Sanli (2011) MTGase katkili ayran orneklerinde kontrol 6rneginden farkli
olarak daha giiclii jel yapisi icerisinde proteinlerin daha diizenli dagildigi ve protein

ag yapisinda gozenekliligin azaldigimi bildirmektedir.

Benzer sekilde; Lorenzen ve ark. (2002) set tipi yogurtlarda yaptiklari

calismalarinda, siite MTGase enzimi ilavesinin protein ag yapisinda gozenek
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boyutunu azalttigini ve yogurt jelinde proteinlerin daha homojen dagildigimi elektron

mikroskobunda goriintiilemislerdir.

Bir baska calismada Farnsworth ve Guo (2003); MTGase enzimi ilaveli keci
siitinden yapilan yogurt orneklerinde kontrol 6rnegine gore daha siki bir yapi

goriintiilemiglerdir.

4. 5. Depolama Siiresince Ayran érneklerinin mikrobiyolojik 6zelliklerinde

goriilen degisimler

Yogurt ve Ayran laktik asit bakterileri tarafindan, laktozun fermantasyonu
sonucunda iiretilen fermente bir siit tirtintidiir (Rasic ve Kurmann, 1978; Tamime ve
Deeth, 1980; Kili¢ ve ark., 2004). Burada kullanilan laktik kiiltiirlin tiirQi {irtiniin
tekstiirti, asitligi, viskozitesi ve aromasinin gelisiminde onemli bir rol oynamaktadir
(Akalin ve Gong, 1999). Ayranve yogurt iiretiminde kullanilan Lactobacillus
delbrueckii spp.bulgaricus (Lb.bulgaricus) ve Streptococcus
thermophilus(Str.thermophilus) un birlikte gelisimi sonucunda bu iriinlere iliskin
ozellikler ortaya ¢ikmaktadir. Lb.bulgaricus, kazeinden serbest hale getirdigi birgok
amino asit ile (bunlarm en Onemlisi valindir) Str.thermophilus gelisimini tesvik
etmektedir. Amino asitlerin bu simulatif etkisinden dolay:1 streptokok hiicrelerinin
jenerasyon siiresi kisalmakta ve sayilar1 artmaktadir. Inkiibasyonun ilk saatlerinde
hizla sayilar1 artan streptokoklarin gelisimi laktik asit igeriginin artmasiyla
yavaslamaktadir. Bu swada Str.thermophilus 'da formik asit olusturarak
Lb.bulgaricus 'un gelisimini tesvik etmektedir. Diger bir ifadeyle inkiibasyon

sonunda Lb.bulgaricus 'un sayist artmaktadir (Rasic ve Kurmann, 1978).
Uretilen Ayranlarin mikrobiyolojik niteliklerini belirlemek amaciyla, depolama

siiresince Orneklerin Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii

spp.bulgaricussayilari tespit edilmistir (Cizelge 4.5).
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4. 5. 1. Streptococcus thermophilus Sayisi

Ayranlara enzim ilave edilmesi orneklerin S. thermophilus sayismi 6nemli
diizeyde etkilemistir (p<0.01). Kontrol Orneklerindeki S. thermophilus sayisi
MTGase ilave edilen orneklere gore daha yiiksek olmustur. TG ile siit proteinlerinin
ve peptidlerin ¢apraz-baglanmasinin bir sonucu olarak yogurt bakterilerinin 6zellikle
laktobasillerin proteolitik aktivitesinin azalacagi ve bunun da steptekoklarin gelisimini

yavaslatacagi diistiniilmektedir.

Cizelge 4. 5 Ayranlarin mikrobiyolojik dzelliklerinde depolama siiresince goriilen degisiklikler (Log

kob g) (n=2)

Ornek De;iolar.na S.thermophilus L. delbrueckiissp.

Siresi bulgaricus

1. giin 8.76+0.049"' 8.74+0.021"'

A 10. giin 8.86+0.014"' 7.68+0.035%

20. giin 7.70+0.021% 7.35+0.071%

1. giin 8.60+0.106% 8.68+0.028"'

B 10. giin 8.80+0.078" 7.89+0.014%

20. giin 7.56+0.049% 7.32+0.057%

1. giin 8.43+0.085% 8.47+0.099°"

C 10. giin 8.57+0.042° 7.76+0.028%

20. giin 7.38+0.085™ 7.09+0.127"

1. giin 8.20+0.141¢ 8.33+0.212°

D 10. giin 8.50+0.163° 7.57+0.049"

20. giin 7.21£0.099™ 6.99+0.007"

1. giin 8.99+0.007" 8.96+0.007"

E 10. giin 9.04+0.085! 8.74+0.057"

20.giin 7.86+0.092"7 7.97+0.028%

*A:0.5 unit/gr protein, B:1 unit/gr protein, C:2 unit/gr protein, D:4 unit/gr protein, E:kontrol
**MTGase enzimi oranma gére siitunlar yukaridan asagiya dogru incelendiginde ayni harflerle
gosterilen degerler istatistiksel olarak birbirinden farksizdir.

Depolama siiresine gore, siitunlar yukaridan asagiya dogru incelendiginde ayni rakamlarla gosterilen
degerler istatistiksel olarak birbirinden farksizdir.
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Enzim oranindaki artisin ayranlarm Str. thermophilus sayisinda azalmaya
neden oldugu belirlenmistir (Sekil 4.14.). Bu azalma istatiksel olarak da 6nemli

bulunmustur (p<0.01). En yiiksek koloni sayis1 kontrol 6rneginde goriilmiistiir.
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Sekil 4.14. Ayranlardaki Streptococcus thermophilus sayisindaki degisim

Depolama siiresince drneklerin koloni sayilarinda azalma oldugu saptanmis ve
depolama stiresinin Str. thermophilus sayisma etkisi istatistiksel olarak 6nemli

bulunmustur (p<0,01).

Kirmact (2005) yogurt iizerine yaptigi calismada 0.1gr L' ve 0.2gr L’
oraninda enzim iceren OrneklerinStr.thermophilusdiizeyinde belirgin degisim
olmadigmi, ancak 0.3gr L™" 0.4gr L' ve 0.5gr L' oraninda enzim igerigine sahip

orneklerde 7 giinden sonra azalma oldugunu tespit etmistir.

4. 5. 2. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus Sayisi

MTGase enzimi ilavesinin ayranlardaki Lb.bulgaricus koloni sayisin1 6nemli
diizeyde etkiledigi belirlenmistir (p<0.01). Sekil 4. 15°de goriildigi gibi MTgase
ilave edilen ayranlardaki Lb.bulgaricus sayisi kontrol orneklerinden daha diisiik
bulunmustur.

Enzim oranmi ile ayranlardaki Lb. bulgaricus sayis1 arasinda ters bir iliski

oldugu tespit edilmistir. MTGase konsantrasyon arttikga ayranlarmn Lb.
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bulgaricussayisisin azaldigr saptanmistir (p<0.01). En yiiksek koloni sayisina A

ornegi, endiisiik koloni sayisina da D 6rnegi sahip olmustur.

Kirmaci (2005) MTGase enzim konsantrasyonun yogurtlarin mikrobiyolojik
ozelliklerine etkisini inceledigi ¢alismada,Lb.bulgaricusenyiiksek sayismin kontrol
orneginde oldugunu ve MTGase miktari ile Lb.bulgaricus koloni sayis1 arasinda ters

bir iligski oldugunu tespit etmistir.
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Sekil 4.15. Ayranlardaki Lb. delburckii subsp bulgaricus sayisindaki
degisim

Depolama stiresinin de ayranlarin Lb.bulgaricus sayismni onemli diizeyde
etkiledigi goriilmistiir (p<0.01). Depolama siiresince Lb.bulgaricuskoloni sayisi

azalmistir.
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5.SONUC ve ONERILER

Calismamizda farkli oranlarda mikrobiyal transglutaminaz (MTGase) ile islem

gormiis siitlerden tiretilen ayranlarin bazi 6zellikleri incelenmistir.

Arastirma sonucunda ayran Uretiminde farkli konsantrasyonda MTGase enzimi
ilavesinin, enzimin katalize ettigi siit proteinlerinin ¢apraz baglanmasi sonucunda

irtiniin fiziksel niteliklerini olumlu yonde gelistirdigi bulunmustur.

Ayran O0rneklerinde MTGase miktar1 artik¢a pH’da artis ve titrasyon asitliginde
diisiis gdzlenmistir. Orneklerin inkibasyonunda ve depolamasinda da asitlik gelisimi
yavaslamistr Bu durumun temel sebeplerinden birinin MTGase enziminin
Lactobacillus delbrueckii spp.bulgaricusveStreptococcus thermophilus metabolik

faaliyetleri lizerindeki etkisi oldugu diistiniilmektedir.

Ayranlarin viskozite degerleri ve su tutma kapasiteleri belli bir enzim
konsantrasyonuna kadar (2 unit/gr protein) artmis, daha yiiksek konsantrasyonda (4

unit/gr protein) azalmistir.

Enzim katkili ayran Ornekleri duyusal acidan kontrol Ornegiyle
karsilastirildiginda; ayranlarin tat-aroma, kivam ve genel kabul edilebilirlik puanlar:
enzim orani artik¢a diismiis ve panelistler tarafindan tercih edilmemistir (B 6rnegi

harig).

Ayran oOrneklerine ait SEM goriintiileri incelendiginde MTGase enziminin
ayran Orneklerinin mikrostriiktiirel yapisindaki etkisini ac¢ik¢a ortaya koymustur.
Genel olarak bakildiginda MTGase katkili ayran 6rneklerinde kontrol 6rneginden
farkli olarak daha siki jel yapi icerisinde proteinlerin daha diizenli dagildig:
goriilmiistiir. Olusan bu yap1 enzim konsantrasyonu arttikca sikilagsmistir. Bu durum
MTGase enzimin katalize ettigi protein-protein ¢apraz baglanmasiyla olusan protein
kiimelerini diizglin sekilde bir araya gelmesi ve homojen bir jel yapisinin

sekillenmesi ile agiklanabilir.
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MTGase enzimi ilavesi ayranlarin mikrobiyolojik 6zelliklerini de 6nemli
diizeyde etkilemistir. Enzim konsantrasyonu arttik¢a ayranlardaki Str. Thermophilus

ve Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus sayilarmin azaldigi tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak MTGase kullanimi ayranlarm fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve
kismen de duyusal 6zellikleri lizerinde olumlu etki yaratmistir Elde edilen verilere
gore duyusal olarak en iyi 6rnek 1 unit/gr protein oraninda enzim katkili B 6rnegi
olsa bile, diger ozellikler acisindan en iyi 6rnegin 2 unit/gr protein oraninda enzim

katkil1 C 6rnegi oldugu belirlenmistir.

Elde edilen bulgular 151ginda ayran iiretiminde 1 ve/veya 2 unit/g protein
oraninda MTGase enzimi kullanilmas1 6nerilebilir. Boylece yarim yagl ayranlarda
ortaya ¢ikan kusurlarin onlenmesi i¢cin MTGase’dan yararlanilabilir. Bdylece,
kullannminda yasal kisitlama bulunan stabilizore ihtiya¢ duyulmadan fiziksel ve
kimyasal 6zellikler agisindan ¢ok 1iyi nitelikte ve duyusal olarak da kabul edilebilir

ozellikte yarim yagli ayran iiretilmesi miimkiin olabilecektir.
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OZET

Bu calismada, farkli oranlarda Mikrobiyal Transglutaminaz (MTGase) enzimi
ilavesinin yarim yagl ayranlarin fizikokimyasal, duyusal, mikrostriiktiirel ve
mikrobiyolojik 6zellikleri iizerine etkileri arastirilmistir. Bu amagla ayranlara 0 (
kontrol: E), 0.5 (A), 1 (B), 2 (C) ve 4 (D) unit/g protein oranlarinda MTGase enzimi
ilave edilmis ve 20 giinlik depolama siiresince ayranlarin pH, titrasyon asitligi,
viskozite, serum ayrilmasi, su tutma kapasitesi, tat-aroma, kivam, genel kabul
edilebilirlik, Str. thermophilus, L. delbrueckiissp. bulgaricus ve maya-kiif sayilari
belirlenmistir.

Farkli oranda enzim ilavesinin ayranlarin incelenen tiim &zelliklerine,
depolamanin siiresinin de ayranlarin titrasyon asitligi, viskozite, serum ayrilmasi, su
tutma kapasitesi, Str. thermophilus, L. delbrueckii ssp. bulgaricus ve maya-kif

sayilar1 tizerine etkileri istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.01).

Ayran O0rneklerinde MTGase miktar1 artik¢a pH’da artis ve titrasyon asitliginde
diisiis gozlenmistir. Ayranlarin viskozite degerleri ve su tutma kapasiteleri belli bir
enzim konsantrasyonuna kadar (2 unit/gr protein) artmis, daha yiiksek

konsantrasyonda (4 unit/gr protein) azalmistir.

Enzim katkili ayran Ornekleri duyusal acidan kontrol Ornegiyle
karsilastirildiginda; ayranlarin tat-aroma, kivam ve genel kabul edilebilirlik puanlar:
enzim orani artik¢a diismiis ve panelistler tarafindan tercih edilmemistir (B 6rnegi

harig).

Ayran oOrneklerine ait SEM goriintiileri incelendiginde MTGase enziminin
ayran Orneklerinin mikrostriiktiirel yapisindaki etkisini acik¢a ortaya koymustur.
Genel olarak bakildiginda MTGase katkili ayran 6rneklerinde kontrol drneginden
farkli olarak daha siki jel yapi icerisinde proteinlerin daha diizenli dagildig:
goriilmiistiir. Olusan bu yap1 enzim konsantrasyonu arttikca sikilagsmistir. Bu durum

MTGase enzimin katalize ettigi protein-protein ¢apraz baglanmasiyla olusan protein
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kiimelerini diizglin sekilde bir araya gelmesi ve homojen bir jel yapisinin
sekillenmesi ile agiklanabilir.

MTGase enzimi ilavesi ayranlarin mikrobiyolojik 6zelliklerini de 6nemli
diizeyde etkilemistir. Enzim konsantrasyonu arttik¢a ayranlardaki Str. Thermophilus

ve Lb. delbrueckii ssp.bulgaricusazaldigi tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak MTGase kulanimi ayranlarin fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve
kismen de duyusal 6zellikleri {izerinde olumlu etki yatarmistir Elde edilen verilere
gore duyusal olarak en iyi 6rnek 1 unit/gr protein oraninda enzim katkili B 6rnegi
olsa bile, diger ozellikler acisindan en iyi 6rnegin 2 unit/gr protein oraninda enzim

katkili C 6rnegi oldugu belirlenmistir.

Elde edilen bulgular 1s1ginda yarim yagh ayran iiretiminde 1 ve/veya 2 unit/g
protein oraninda MTGase enzimi kullanilmasi Onerilebilir. Boylece stabilizor
kullannmina ihtiyag duyulmadan fiziksel ve kimyasal 6zellikler agisindan ¢ok iyi
nitelikte ve duyusal olarak da kabul edilebilir 6zellikte yarim yagli ayran tiretilmesi

mimkiin olabilecektir.
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SUMMARY

In this study, the effects of Microbial transglutaminase (MTGase) enzyme
addition in different rates, on physicochemical, sensitive, microstructural and
microbiological properties of low fat ayran were investigated. Thus, MTGase
enzyme was added to the ayran in ( control: E), 0.5 (A), 1 (B), 2 (C) and 4 (D) unit/g
protein rates and pH, titratable acidity, viscosity, syneresis, water-holding capacity,
taste-aroma, consistence, general acceptability, Str. Thermophiles and L. delbrueckii

subsp. Bulgaricus numbers of the ayran were determined for the storage of 20 days.

The effects of enzyme addition in different rates to all properties of the
examined ayran, and effect of the storage time on the, viscosity, syneresis, water-
holding capacity Str. thermophiles and L. delbrueckii subsp. Bulgaricus numbers
were found as significantly (p<0.01).

While MTGase amount increased in ayran samples, an increase was observed
in pH and decrease was observed in titration acidity. Viscosity values and water
retention capacities of the ayran increased up to a certain enzyme concentration

(2unit/gr protein), and decreased in higher concentrations (4 units/gr protein).

When ayran samples which have enzyme were compared in terms of sensitivity
with the control sample; the taste-aroma, consistency and general acceptability points
decreased when the enzyme rate increased and were not preferred by the panelists

(except B sample).

When SEM views examined in relation to ayran samples, the effect of MTGase
enzyme on the micro structural structure of ayran samples. It was observed that
proteins are distributed more regularly in firmer gel structure in comparison to
control samples in MTGase additive ayran samples. This structure become firmer as

the enzyme concentration increase. This situation can be explained combining of the
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protein sets which arise by cross connection of protein which MTGase enzyme
catalyze and shaping of a homogenous gel structure.

MTGase enzyme also effect microbiologic properties of ayrans in significant
levels. It was determined that Str. Thermophilus and Lb. delbrueckii subsp.

Bulgaricus numbers in the ayrans decrease when enzyme concentration increase.

As a result, TGcase usage created positive effect on physiochemical,
microbiological properties and also partially on sensitive properties of the ayran.
According to achieved date, even though the best sample is B sample which has
enzyme on 1 unit/gr protein sensitively, it was determined that the 4 best sample is C

sample which has enzyme on 2 unit/gr protein rate in terms of other properties.

According to obtained foundations, usage of T Gase enzyme can be suggested
for reduced fat ayrans production in 1 and/or 2 unit/g protein rate. Thus, it will be
possible to produce reduced fat ayran without needing stabilizer usage in terms of
physical and chemical properties and have very good quality and acceptable

sensitively.
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