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Bu ¢alismada, baz1 Lactococcus cinsi farkli starter bakteriler (Le. lactis subsp. lactis
NCDO763 + Le. lactis subsp. cremoris SK11 ve Lc. lactis subsp. lactis UC317 + Lc. lactis subsp.
cremoris HP) kullanilarak ve starter kullaniimadan Beyaz peynir iretilmis ve 90 giin siire ile
olgunlastinlmigtir. Starter kullaniminin peynirin fiziksel, kimyasal, biyokimyasal ve duyusal
ozellikleri tizerinde Snemli diizeyde etkili oldugu bulunmustur (p<0.01). Farkli starter ilave edilen
peynirlerin kimyasal bilesimlerinin, pH degerlerinin ve duyusal &zelliklerinin birbirine yakin
degerler aldifi, olgunlasmanin bazi ddnemlerinde suda ¢bziinen azot oranlari ile pH 4.6°da
¢oziinmeyen fraksiyonlarimn urea-PAGE &zelliklerinde farkliliklar oldugu belirlenmistir.
Peynirlerin pH 4.6’da ¢6ziinmeyen fraksiyonlarinin urea-PAGE elektroforezinde, oy —kazeinin
Gnemli dlizeyde pargalandigi, B—kazeinin hidrolize karsi direngli oldugu belirlenmistir. Starter
bakteri farkhiliginin peynirlerin % 12 TCA’da ¢bziinen, % 5 PTA’da ¢6ziinen azot oranlari, toplam
FAA, toplam FFA, amino asit kompozisyonu, pH 4.6’da ¢6ziinen, % 70 etanolde ¢6ziinen ve
¢bziinmeyen fraksiyonlarinin RP-HPLC peptid profilleri iizerine onemli etkileri bulunmustur.
Peynirlerin peptid konsantrasyonlar1 olgunlasma siiresince artiy gostermistir. Elektroforetik ve
kromatografik sonuglarin PCA grafikleri ve HCA dendrogramlar: peynirlerin 6nemli derecede farkh
olduklarin1 gdstermis ve peynirler starter kullamimi, starter farkliligi ve olgunluklarma gore
gruplandinlmugtir. Peynirlerde serbest amino asit diizeyleri farkli bulunmus ve en fazla Leu, Glu,
Phe, Lys ve Val amino asitleri saptanmistir. Olgunlasma stiresince peynirlerin azot fraksiyonlari,
toplam FAA, toplam FFA degerlerinde ve RP-HPLC ile saptanan peptid konsantrasyonlarinda
artiglar olmus ve olgunlasma siiresinin bu &zellikler tizerindeki etkisi nemli bulunmustur. Starter.
ilave edilen peynirlerin duyusal 6zellikleri agisindan 6nemli diizeyde bir farklilik bulunamamus,
ancak starter katilmayan peynir tiim olgunlasma dénemlerinde en diisiik puanlar almistir. Uzman
panelce, en ok NCDO763 + SK11 kombinasyonu ile liretilen peynir tercih edilmistir. Farkli starter
kullaniminin, peynir kalitesinde nemli &lglide etkili oldugu ve her bir starterin peynir proteolizine
farkl1 bicimlerde katk: sagladig1 sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler : Beyaz peynir, Lactococcus, olgunlagma, peptid, amino asit
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In this study, Turkish White-brined cheese was manufactured by either using some
Lactococcal strains (Le. lactis subsp. lactis NCDO763 plus Lc. lactis subsp. cremoris SK11 and Lc.
lactis subsp. lactis UC317 plus Le. lactis subsp. cremoris HP) or without starter culture, and the
experimental cheeses were ripened for 90 days. It was found that the usage of starters have
significantly influenced the physical, chemical, biochemical and sensory properties of the cheese
(p<0.01). Chemical composition, pH values and sensory properties of starter added cheeses were not
affected by different starter bacteria. In addition, water—soluble fractions and urea—PAGE of the pH
4.6-insoluble fractions were found to be significantly different in some stages of ripening. Urea—
PAGE patterns of the pH 4.6-insoluble fractions of the cheeses showed that there was a considerable
degradation of og~caseins and it was found that B—casein were more resistant to hydrolysis. The use
of different starter bacteria significantly influenced the 12% TCA-soluble nitrogen, 5% PTA-
soluble nitrogen, total FAA, total FFA, amino acid composition and RP-HPLCs of pH 4.6-soluble,
70% ethanol-soluble or —insoluble fractions of the cheeses. The peptide concentration of cheeses
were increased during ripening. The PCA plots or HCA dendrograms of electrophoretic and
chromatographic results indicated that the cheeses were found to be significantly different and they
were grouped based on the usage and types of starters and ripening stages. Free amino acid levels of
the cheeses were different and, Leu, Glu, Phe, Lys and Val were the most abundant amino acids.
Nitrogen fractions, total FAA, total FFA and peptide concentrations detected by RP-HPLC
increased during ripening, and the effect of ripening was significant on above parameters. There
were no significant differences found between the sensory properties of starter—added cheeses, but
the cheese with no starter received lower points than starter added cheeses during ripening,
However, the cheese made with NCDO763 plus SK11 was voted as the best cheese during ripening
by the tasters. It was concluded that the use of different starter bacteria significantly cause a
difference on the quality of cheeses, and each starter bacteria contributes to cheese proteolysis in
different manners.

Key Words: White Cheese, Lactococcus, ripening, peptide, amino acid.
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1. GIRIS Ali Adnan HAYALOGLU

1. GIRIS

Peynir, siit iiriinleri igerisinde en ¢ok ilgi ¢eken ve iizerinde en ¢ok bilimsel
calisma yapilan bir gida maddesidir (Fox ve McSweeney, 1997). Uygun kogullarda
tiretilen ve depolanan ¢ogu siit tirtinleri, biyolojik ve kimyasal olarak oldukga stabil
oldugu halde, peynir biyokimyasal olarak dinamik bir {iriindiir. Bu nedenle, organik
ve analitik kimya, biyokimya, kolloid bilimi, reoloji, mikrobiyoloji, molekiiler
biyoloji, beslenme gibi bir ¢ok farkli dalda galigan arastiricilar peynirde genis
calisma alanlan bulmuslardir (Fox ve ark, 1996; Fox ve McSweeney, 1997).
Peynirde genis ¢alisma alami sunan ve dinamizm kazandiran en énemli unsurlardan
biri, peynirin liretimi ve olgunlagsmas: sirasinda vazgegilmez rolli olan laktik asit
bakterileridir.

Peynirin laktik asit bakterileri ile olgunlastirlmasi, bilinen en eski gida
fermantasyonlarindan birisidir. Bu fermantasyonun temeli yaklasik 8000 yil 6ncesine
kadar dayanmakta ve diinyada birbirinden farkli olarak 4000°den fazla peynir ¢esidi
oldugu bilinmektedir (Steele ve Unlii, 1992). Bu peynirlerin yaklasik 500 kadari
Uluslararas: Siitgiiliik Federasyonu (IDF) tarafindan taninmis durumdadir ve kalan
peynirler de yerel gesitler olarak hala firetilmekte ve tiiketilmektedir (Fox ve ark,
2000). Diger taraftan KalantzZopoulos (1993), sadece koyun ve kegi siitiinden
500°den fazla peynir ¢esidi bulundugunu bildirmistir.

Beyaz peynir, tlilkemizde en ¢ok lretilen ve tiiketilen peynir g¢esididir.
DPT’nin 2001 yili verilerine gore Tiirkiye’de toplam peynir iiretimi yilda yaklasik
350.000 ton olup, bunun % 60-70’ini Beyaz peynir olusturmaktadir (Anon, 2001).
Genellikle inek stitlinden liretilen ve % 12-14’liikk salamurada 1-3 ay olgunlagtirilan
Beyaz peynir, kabuk ve gdzenek icermeyen, tuzlu, karakteristik tat ve kokuda bir
peynir olarak tamimlanmaktadir (Anon, 1995; Uglincii, 2002). Bu karakteristik tat;
tuz ve laktik asidin yan: sira, protein ve yaglarin gesitli biyokimyasal reaksiyonlarla
pargalanmast sonucu olusan bir ¢ok metabolitlere bagimli olarak meydana
gelmektedir. Bu durum, her peynir tiirlinde farkliliklar gostermekte, dolayisiyla
peynirde aroma gelisimi; ¢eside, peynir siitiine, kullamilan starter kiiltiir tipi ve

miktarina, olgunlastirma kosullarina gore degisebilmektedir (Fox ve ark, 1996). Yari
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sert ya da yan yumusak olarak siniflandirilabilen Beyaz peynir (Hayaloglu ve ark,
2002), ayn1 zamanda rennetle pihtilagtirilan, bakteriyle olgunlastirilan ve salamurada
tuzlanan peynirler sinifinda yer almaktadir (Fox ve ark, 2000).

Peynirde olgunlagsma; glikoliz, lipoliz ve proteoliz gibi biyokimyasal
reaksiyonlar1 kapsamaktadir. Glikoliz, peynir {iretiminden sonra birkag giin ya da
birka¢ hafta iginde biiyiikk oranda tamamlamrken, lipoliz ve proteoliz olgunlagma
boyunca devam etmekte, bu reaksiyonlar dizisi peynirlerin degerlendirilmelerinde
birer kalite faktorii olarak ortaya ¢ikmaktadir (Fox ve ark, 1996; Fox ve McSweeney,
1996).

Peynirde proteoliz, siit pihtilastirici enzimler, siit proteinazlari (6zellikle
plasmin) starter ve starter olmayan mikroorganizmalar ile sekonder
mikroorganizmalarin salgiladiklan enzimlerin katalizledigi bir reaksiyonlar zinciridir
(Fox, 1989; Steele ve Unli, 1992; Visser, 1993; Madkor ve ark, 2000a). Peynirlerde
olgunlagma siirecinde, kalint1 pihtilastiric1 enzim yaninda az da olsa plasminin etkisi
ile biiyiik ve orta molekiil agirlikli peptidler olusmakta, bunlar daha sonra ortamda
bulunan starter ya da starter olmayan bakterilerin proteolitik enzimleri ile daha diigiik
molekiil agirlikli peptidlere ve amino asitlere pargalanmaktadirlar (Grappin ve ark,
1985; Law, 1987; Law ve ark, 1992; Vicente ve ark, 2001).

Siitlin enzimle pihtilastirilmas: sirasinda ¢oken para—x-kazein siit yaginin
etrafinda bulunan diger kazein molekiillerini, starter .bakterileri ve kalint1
pthtilagtiric1 enzimleri biinyesine alarak kompleks bir kazein jeli olusturmaktadir.
Olusan bu jelde, sineresis gergeklestikten sonra, bask: sirasinda kitlede kalan laktoz,
starter bakteriler tarafindan kullanilarak asitlik gelismekte ve pihtinin pH’s1
diigmektedir. Peynir tuzlandiktan sonra da laktoz fermantasyonu devam etmekte ve
bu nedenle pH 5.2-5.4’¢ kadar diismektedir (Walstra ve ark, 1987). Peynir
tiretiminde, laktozu laktik aside doniigtiirerek enerji saglayan homofermentatif
karakterli Lactococcus lactis subsp. lactis ve Lc. lactis subsp. cremoris en yaygin
olarak kullanilan starter bakterilerdir (Beresford ve ark, 2001).

Peynirde proteoliz, peynir mikroflorasimin bilesimine bagli olarak farkli
bigimde ilerlemektedir (Law, 1984). Kazeinin primer proteolizi daha ¢ok peynir
slitline ilave edilen rennet, sekonder proteoliz ise starter bakteriler tarafindan

A%
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gergeklestirilmektedir (Kok, 1993; Visser, 1993; Broadbent ve ark, 2002). Kazeinin
hidrolizinde bakteriyel enzimler, siit pihtilastirici enzimlere gére sinirli diizeyde rol
oynamaktadirlar. Visser (1977b), Gouda peynirinin olgunlasmasinda Lactococcus
proteinazlarinin toplam kazein hidrolizinde ancak % 20-30 diizeyinde rolleri
oldugunu bildirmistir. Oysa, kazein tlirevli peptidlerin hidrolizinden tamamen laktik
asit bakterilerinin sorumlu oldugu belirtilmektedir (Steele ve ark, 1998). Kazeinlerin

hidrolizi ve burada etkili olan enzim kaynaklar1 Sekil 1.1°de 6zetlenmistir.

Kazeinler & = = blylk peptidier = =» = kiglk peptidler = =» = amino asitler

Kimozin (Kimozin)
(Plazmin)® LAB proteinazian LAB peptidaziari
(LAB® proteinazlari) LAB peptidazliari

Sekil 1.1. Peynirin {iretimi ve olgunlagmasi sirasinda kazeinin amino asitlere
doniistimii.

* Parantez igerisindeki enzimler, ilgili basamakta daha az etkili oldugunu gostermektedir,

bLaktik Asit Bakterileri.

Peynir ve fermente siit driinlerinin lretiminde yaygin bir sekilde
~ kullamilmakta olan starter kiiltiirlerin temel gorevi laktik asit tretmektir. Urettikleri
laktik asitin etkisi ile, pihtilastirici enzimin aktivitesini, enzimin pihtida kalma
oranini, pithtinin elastikiyetini, sinerezi ve peynirin reolojik 6zelliklerini belirleyen
kolloidal kalsiyum fosfat diizeyini etkilemektedirler (Engels ve ark, 1997; Urbach,
1997; Brome ve Limstowtin, 1998; Beresford ve ark, 2001).

Starter kullaniminin kaliteli bir peynir tiretimi i¢in ¢ok dnemli oldugu uzun
zamandir vurgulanmaktadir. 19. ylizyilin sonlarinda kullanilmaya baslanan starter
kiiltiirler, peynirde asit gelisiminin standardize edilerek kalitenin iyilestirilmesini
saglamistir (Fox ve ark, 1998). Haddadin (1986), starterin iyi bir peynirin kalbi
oldugunu, peynir {iretimi i¢in diger unsurlar ne kadar miikemmel olursa olsun, uygun
olmayan bir starterle kesinlikle kaliteli bir peynir firetilemeyecegini belirtmigtir.
Peynirde arzu edilen diizeyde ve kontrollii bir sekilde aroma gelisimi saglamak i¢in,
dzellikle 80’li yillarin sonu ve 90°li yillarin basindan bu yana yapilan ¢alismalar
starterler fizerinde olmus ve bu ¢alismalar artarak devam etmektedir (El-Soda,

1997).
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Peynirlerde olgunlagma siiresince kazeinden amino asit {iretimine de neden
olan starter bakterilerin proteinaz ve peptidazlari, starter gelisimi duraksama
noktasina geldikten sonra bile, olgunlasma siiresince aktivitelerine devam
etmektedirler. Bu enzimler, peynir matriksinin iskeletini olusturan B— ve o—
kazeinleri pargalayarak peynir tekstiirtiniin degismesine neden olmaktadirlar (Law ve
ark, 1992). Sonugta, peynirde aroma gelisimine katkida bulunan bilesikler veya
onlarin olusumunu saglayabilecek onciil maddeler ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica starter
bakterilerin lize olmalar da peynirde aroma gelisimine katk: saglamaktadir. Yogun
aroma Ureten starterlerin, daha az aroma iiretenlere oranla daha ¢abuk lize oldugu ve
daha fazla amino asit iirettigi (Urbach, 1997), peynirde serbest amino asit tiretimi ile
starterin otoliz durumu arasinda pozitif bir iligki oldugu bildirilmektedir (Boutrou ve
ark, 1998; Hannon ve ark, 2003). Lizis sonucu ortaya ¢ikan enzimlerin aroma
tiretiminde ¢ok etkili oldugu ve lize olan hiicre i¢eriginin starter olmayan laktik asit
bakterileri tarafindan kullanilarak aromaya katki sagladifi agiklanmaktadir (Brome
ve Limstowtin, 1998; Boutrou ve ark, 1998).

Beyaz peynire benzerlik gosteren Yunanistan geleneksel Feta peyniri
{iretiminde starter olarak yogurt kiiltiiriinden yararlanildig1 (Litoupoulou—Tzanetaki
ve ark, 1993), ancak yogurt kiiltiirliniin starter olarak kullanildifn bu peynirde
olgunlagmasi sirasmda birtakim yapisal ve mikrobiyolojik bozukluklar olustugu
bildirilmistir (Kandarikis ve ark, 2001). Bu nedenle, Cheddar, Gouda, Edam vb.
peynirlerin tretiminde mezofilik karakterli kiilttirler, yogun olarak Lc. lactis, ssp.
lactis ve Lc. lactis ssp. cremoris’in tek veya kangik suslart kullamlmaktadir
(Beresford ve ark., 2001).

Aymi cinse ait hatta aym tliriin farkli suglan arasinda farkli biyokimyasal
ozellikler goriilebilmektedir (Marshall ve Tamime, 1997). Ornegin, Lé. lactis Wg2,
SK11 ve NCDO763 suslarinin, amino asit dizilimleri ve kazeini parcalama
ozelliklerinde de farkliliklar oldugu gézlenmistir (Marugg ve ark, 1995). Law ve ark.
(1992), Cheddar peynirlerinde tek sus olarak kullandiklart Le. lactis UC317 ve Le.
cremoris HP’nin, peynirin proteolizinde oldukc¢a farkli etkilerde bulunduklarini

belirtmislerdir.
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Peynir Uretimi sirasinda Lacfococcus cinsi bakteriler hizla ¢ogalmakta ve
pihtinin baskilanmasi sirasinda 10° kob/g’a ulagabilmektedir (Lynch ve ark, 1996).
Olgunlagma sirasinda, peynirdeki gevresel kosullara (ay,, tuz konsantrasyonu, pH,
laktoz miktarindaki diisme) bagli olarak bu bakterilerin sayilari da azalmaktadir.
Starter bakterilerdeki bu azaliga karsin starter olmayan bakterilerin sayisinda artis
olmakta ve olgunlasmamin baslangicindaki 10’10 ' kob/g  diizeyinden,
olgunlagmanin sonuna dogru 10%-107 kob/g diizeyin¢ yiikselebilmektedir. Bu
mikroorganizmalarin, starterlerin metabolizmas: sonucu kalan laktozu, laktatlari,
sitratlar1, peptidleri, amino asitleri, kazein tiirevli gekerleri ve starterlerin otolizi
sonucu ortaya ¢ikan hiicre igerigini kullandiklar1 belirtilmektedir (Martley ve Crow,
1993; Meijer, 1997).

Lactococcus cinsi bakteriler, zayif proteolitik etkiye sahip olmalarina kargin,
peynirde aroma olusumuna substrat olusturacak ¢esitli peptidlerin ve amino asitlerin
olusumu i¢in zengin bir proteinaz ve peptidaz enzim aktivitesine sahiptirler (Visser,
1993; Bockelmann, 1995; Fox ve McSweeney, 1996; Fox ve ark, 1996; Boutrou ve
ark, 1998). S6z konusu bakterilerin lipolitik aktivitelerinin ise zayif oldugu, ancak
uzun bir periyotta siit yagmni hidrolize edebildikleri belirtilmektedir (Fox ve ark,
1996).

Peynir iiretiminde kullamilan kiiltiirler, Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Leuconostoc ve Enterococcus cinsine ait bakterilerdir. Bu bakteriler
icersinde en ¢ok kullanilan starter cinsi, Lactococcus cinsine ait bakterilerdir ve
biyokimyasal, molekiiler ve genetik caligmalarin ¢ogu bu bakteriler {izerinde
yogunlasmistir (Fox ve McSweeney, 1996; Meijer, 1997; Ayad ve ark, 2000; Yvon
ve ark, 2000; Rijnen ve ark, 2000). Kazeini par¢alayabilen cell envelope—associated
proteinase (CEP) veya yeni ad1 ile lactocepin (EC 3.4.21.96), Lactococcus cinsi
bakterilerde tanimlanan ilk enzim olarak bilinmekte ve bu enzimler kazein tiirevli
peptidlerin hidrolizini de gergeklestirmektedirler (Steele ve ark, 1998). Boutrou ve

ark. (1998), Lactococcus cinsi bakterilerde proteolitik sistemin;

a) hiicre i¢i peptidazlara,

b) kazein ve kazein fragmentlerine etki eden lactocepine,
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¢) pP-kazeini, kismen de x—kazeini, hidrolize eden lactocepin I proteinazina,
d) o4, B ve x—kazeini hidrolize eden lactocepin III tipi proteinazlara sahip

oldugunu bildirmistir.

Bakterilerle olgunlastirilan bir ¢ok peynirde, Lactococcus cinsi bakterilerin
hiicre duvarina bagli proteinazlar olaﬁ lactocepin, pihtilagtirici enzim veya plasmin
tarafindan olusturulan suda ¢o6ziinebilen biiylik molekiillii peptidlerin  diisiik
molekiillii peptidlere ya da amino asitlere doniistiiriilmesinde ¢ok &nemli rol
oynamaktadir. Lactocepin, 180-190 kDa ve serin proteazlardan subtilisin grubuna ait
bir enzimdir. Bu enzimin kazeinlere karsi egilimi ve spesifitesi farklihk
gosterebilmekte ve bunun enzim-—substrat baglanma bolgesindeki amino asit
diziliminden kaynaklandig belirtilmektedir (Broadbent ve ark, 2002). Lactocepin I
ve III hiicre dig1 proteinazidirlar ve bazi Lactococcus’larda sadece Lactocepin I veya
III tip enzimler bulunurken, bazilarinda her iki tip enzim de bulunabilmektedir.

Aminopeptidaz aktivitesi oldukga gii¢lii olan Lactococcus cinsi bakterilerde
simdiye kadar karboksipeptidaz aktivitesi saptanmamustir (Steele ve Unlii, 1992, Fox
ve ark, 1996; Steele ve ark, 1998). Bu bakteriler sahip olduklar1 enzimlerle amino
asitleri gesitli aroma bilegenlerine ¢evirebildikleri (Rijnen ve ark, 1999) ve aroma
olusturmada Leu, Tyr, Phe, Trp, Met vb. amino asitlerinden yararlandiklar: ileri
stirlilmektedir (Yvon ve ark, 1997).

Asit gelistirme yeteneklerinin uygun olmasi nedeniyle (Boutrou ve ark,
1998), Beyaz peynir tiretiminde de Lactococcus cinsi bakteriler starter olarak yaygin
bir sekilde kullanilmakta (Ergtillii, 1980; Celik, 1981; Kaymaz, 1982; Tekinsen,
1983; Kurt, 1991; Uysal, 1996; Ugiincii, 2002) ve Beyaz peynirde olgunlasma
baslangicinda Lactococcus cinsi bakteriler en baskin florayr olusturmaktadir
(Karakus ve ark, 1992; Litopoulou-Tzanetaki ve Tzanetakis, 1992; Tzanetakis ve
ark., 1995).

Beyaz peynire iglenecek siitiin mutlaka pastdrize edilmesi istenmektedir.
Pastorizasyonla hem siitte bulunan patojen mikroorganizmalar inaktive edilmekte
hem de peynir siitiine eklenecek olan starter bakteri i¢in uygun ortam

hazirlanmaktadir. Pastorizasyon islemi ile siitlin dogal florasi zarar gordiigiinden,
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rennetle pihtilasma giicti zayiflamakta ve elde edilen peynirde istenen diizeyde aroma
gelisimi saglanamamaktadir. Bu nedenle, peynire kendine 6zgii aroma ve yapi
kazandirmak amaciyla, pastorize edilen siite 6zel bazi laktik asit bakterileri ilave
edilerek arzu edilen kalitede peynir elde edilmeye caligiimaktadir (Kogak ve ark,
1994).

Starter bakteri ilave edilen péynirlerde, laktoz, proteinler ve siit yagiin
starter enzimlerinin etkisi ile daha hizli ve yiiksek oranda pargalanmasi nedeniyle,
peynirin olgunlagma siiresinde bin kisalma olmakta veya peynirde istenilen diizeyde
olgunluga daha kisa siirede ulagilabilmektedir. Pastdrize siitten startersiz olarak
yapilan peynirlerde, olgunlasma siiresi uzun tutulsa bile istenilen diizeyde aroma
gelisimi saglanamamaktadir (Yaygin ve Kilig, 1993).

Ticari olarak {iretilen starterler genellikle {i¢ gruba ayrilmaktadir. Bunlar; tek
sus starterleri, cok sus starterleri ve karisik sus starterleridir (Celik, 1981). Tek sus ve
cok sus starterlerinde, starterlerin ve bu starterlere ait suslarin neler oldugu tam
olarak belirlidir. Bunun yaninda, karisik suslu starterlerin bilesimleri belli degildir ve
bunlarin isletmelerde ¢ogaltilma sonrasinda siirekli bilesimi degismekte ve peynirin
mikroflorasim kontrol altinda tutmak olduk¢a gili¢ olmaktadir (Martley ve Crow,
1993). Bilindigi kadarnyla, iilkemizde peynir isletmelerinin tamami kangik tiir starter
kullanmakta ve elde edilen Beyaz peynirin kalitesi her zaman standart nitelikte
olmamaktadir. Litopoulou-Tzanetaki ve Tzanetakis (1992), Beyaz peynirde tat ve
tekstiir kaynakli sorunlar1 ¢6zebilmek igin, peynir iiretiminde geleneksel (karigik)
kiiltiir kullanmak yerine spesifik starter kullaniminin bu sorunlan giderebilecegini
aciklamiglardir. Ayrica, spesifik starter se¢iminde starterin enzim profilinin de goz
Oniinde bulundurulmas: gerektigi vurgulanmaktadir (Fox ve Tobin, 1999).

Beyaz peynir lizerine yapilan g¢aligmalar genel olarak incelendiginde,
¢ogunlukla peynirlerin bilesimleri veya Kjeldahl yontemi ile belirlenebilen olgunluk
durumu ve toplam amino asit igerigi fizerinde yogunlasiidigi goriilmiistiir (Metin,
1967; Ergiillt, 1980; Kaymaz, 1982; Gtlirsel ve ark, 1987; Yildirim, 1991; Karakus
ve Alperden, 1992; Karakus ve ark, 1992; Cakmake1 ve Kurt, 1993; Karakus ve
Alperden, 1995; Akbulut ve ark, 1996; Uysal, 1996; Uraz ve Simgek, 1998;

Yetismeyen ve ark, 1998; Giirsoy ve ark, 2001; Giiven ve Karaca, 2001; Giirsel ve
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ark, 2003). Olgunlagsma boyunca peynirde proteolizin belirlemesine ydnelik spesifik
tekniklerin (PAGE, HPLC vb) kullanildigi ¢aligma yok denecek kadar azdir. Belirli
starter bakteri suslar1 kullanilarak Beyaz peynirin kalitesini belirlemede Onemli
rolleri olan peptidlerin alt fraksiyonlara ayrilarak peptid profillerinin ¢ikarildigy ve
elektroforetogramlarinin belirlendigi bir ¢alismaya rastlanilmamagtir.

Bu (;ahsmada yukaridaki agiklamalarin 1s181inda, Beyaz peynir iiretiminde en
¢ok kullanilan Lactococcus cinsine ait kangik suslarin yerine, aym cins bakteriye ait
olan ve yapilan gesitli bakteriyolojik ¢aligmalarla farkli proteolitik &zelliklere sahip
olduklar1 belirlenen suslar kullanarak Beyaz peynir iiretilmesi planlanmistir. Bu
amagla, biri startersiz ve ikisi de Lactococcus’un farkl suslarimi igeren ti¢ farkli
peynir {iretilmis ve 90 giin siire ile olgunlagtinilarak, olgunlagsmanin 1., 15., 30., 60.
ve 90. giinlerinde analizleri yapilmistir. Starter uygulamasinin, starter farkliliginin ve
olgunlagsma siiresinin peynirin bilesimine, suda ve g¢esitli ¢oziiciilerde ¢6ziinebilen
azot fraksiyonlarna, amino asit kompozisyonuna, elektroforetik (urea~PAGE) ve
kromatografik (RP-HPLC) &zellikleri ile diger baz fiziksel ve duyusal 6zelliklerine

etkileri aragtirilmigtir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bu boliimde, Beyaz peynir ve diger peynir gesitlerinde starter kullanimi
konusunda yapilan ¢alismalar ve konu ile ilgili olan sonuglari dikkate alinarak
dzetlenmistir. Beyaz peynirde veya lilkemizde iretilen diger peynir cesitlerinde
starter olarak daha ¢ok karigik suslar kullanilmaktadir. Suglan kesin olarak bilinen
starterlerin Beyaz peynir iretiminde kullamldigi bir ¢aligmaya rastlaniimamstir.
Bilindigi kadariyla, Tiirkiye’de Beyaz peynirin olgunlagmas: sirasinda proteolizin
belirlenmesine yonelik elektroforetik caligmalar son derece sirli sayida kalmig
(Saldamli ve Kaytanli, 1998), peynirin peptid profilinin belirlendigi HPLC
¢alismasina ise, heniiz rastlanmamugtir. Bu nedenle, lilkemiz diginda iiretilen ve
{iretimde kullanilan bakterilerin peynir kalitesine etkilerinin arastirildig1 ¢alismalara
da yer verilmistir. Bu kaynaklarin bazilarinda, peynirlerin kimyasal bilesimi ve
duyusal nitelikleri yontinden, bazilarinda azot fraksiyonlari, bazilarinda biyokimyasal
Ozellikleri yoniinden ele alinirken son yillarda yapilan ¢aligmalarm ¢ogunda bu
ozelliklerin tamami birden incelenmistir. Burada literatiirler 6zetlenirken, agirlikla
starter bakteri kullaniminin peynirin kimyasal bilesimi ve &zellikleri iizerinde
duruian calismalar bir baglik altinda, biyokimyasal 6zellikler {izerinde durulan
calismalar ise diger bir baslik altinda incelenmigtir. Tekrarlardan kaginmak i¢in, gok
fazla alt baghk ayrimimna gidilmemis, anlatlfnda birinci derecede konunun akis1 ve
biitiinliigii, ikinci derecede ise tarih sirasi g6z Oniine alinmigtir. Literatiir
bildirislerinde, ¢ogunlukla aragtiricilarin bulduklar sayisal sonuglarin aktarilmasimn
yerine bunlarin nedenleri, peynir kalitesine yansittig1 etkiler ve dayandigi bilimsel

temeller irdelenmigtir.

2.1. Starter Bakterilerin Peynirin Kimyasal Ozelliklerine Etkisi Uzerine

Yapilan Caligmalar

Beyaz peynirde, kimyasal bilesimin ¢ok degisken olmasinin yam sira, {iriin
kalitesini etkileyebilen mikrobiyal floranin da oldukga degisken oldugu
belirtilmektedir (Turantas ve ark, 1989). Yildiz ve ark. (1989), tilkemizde iiretilen
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salamura Beyaz peynirlerde kullamlan starter miktarinin % 0.15-1.0 arasinda
degistigini, 4 ayn isletmeden elde ettikleri peynirlerde genellikle yogurt kiiltiirii veya
Lc. lactis subsp. lactis ve Lc. casei subsp. casei (2:1) igeren karisik kiiltiirlerin
kullamldiginmi, peynirlerde suda ¢6ziinen azot orammmn kullamilan kiiltiire gore
farkliliklar gosterdigini belirtmislerdir.

El-Koussy ve ark. (1976) Domiati peynirinde farkli starter kiiltiir ilavesinin
peynirin randimani, kimyasal bilesimi ve olgunluk indeksi {izerine 6nemli diizeyde
etkide bulunmadigimi ancak, peynirin titrasyon asitlifi degerleri arasinda Snemli
farkliliklar bulundugunu agiklamislardir. Tekingen (1983) Lc. lactis subsp. lactis ile
Le. lactis subsp. cremoris (1:2) kangik kiiltirli ile retilen Beyaz peynirlerin pH
degerlerinin starter kiiltiir kullamilmayan diger peynirlere gére daha diisiik oldugunu
ve duyusal degerlendirmede daha yiiksek puan aldiklarimi bildirmigtir. Arastirici,
peynir f{iretiminde kullandifi bu bakterilerin pH’y1 diisiirdiigiini ve peynir
olgunlagmasinda etkin rol oynayarak duyusal kaliteyi iyilestirdigini belirtmistir.
Ayrica, starter kullamlan peynir O&meginin tuzlanmasinda daha  diisiik
konsantrasyonda NaCl igeren salamuranin segilmesinin olgunlagma boyunca peynirin
kalitesinde herhangi bir bozukluga neden olmadigim hatta starter bakterilerin
aktivitesi i¢in bunun gerekli oldugunu savunmustur.

Visser (1977a), 7 farkli Lactococcus susu ile (E8, HP, Z8, Wg2, AM1, AM2
ve Bos) tirettigi Gouda tipi peynirlerde, pH, nem, tuz ve yag igerikleri agisindan bir
farklilik bulunmadigini bildirmigtir.

Kaymaz (1979), pastérize stitten starter kullanilmadan yapilan taze Beyaz
peynirde pH degerinin 5.90-5.95 oldugunu, 3 ay siire ile olgunlastirilan peynirlerde
bu degerin 5.05-5.20 diizeylerine indigini saptamugtir. Arastirici, pastorize siitten
starter kullanilarak yapilan peynirlerde ise bu degerlerin sirasiyla, 5.35-5.45 ve 4.80—
4.95 arasinda oldugunu belirlemigtir.

Celik (1981), pastorize siite % 2 oraminda ilave ettigi Lc. lactis ve Lc.
cremoris ve Leu. cremoris bakterilerinin kombinasyonu ile iiretilen Beyaz
peynirlerde 120 glinlik olgunlasma stiresince pH ve asitlik gelisiminin diizenli

oldugunu ve bu peynirlerin duyusal olarak daha yiiksek puan aldiklarim bildirmistir.
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Arastiric, pastdrize siite bu starterlerin ilave edilmesi ile liretilen Beyaz peynirlerin
mikrobiyolojik, kimyasal ve duyusal agidan ¢ok kaliteli olabilecegini belirtmistir.

Uysal (1996) pastorize siite iki farkh oranda starter kiiltiir ilave ederek iirettigi
peynirler ile klasik yontemle pastérize—startersiz siitten {iretti§i Beyaz peynirlerde,
olgunlagsmanin farkli oldufunu, toplam azot oramnin azalmas: ile birlikte suda
goziinen azot ve tirozin iceriklerinin peynir siitiine katilan starter miktar1 ile orantili
olarak artig gosterdigini belirtmigtir. Arastiricy, 6zellikle olgunlagmanin 30. giiniinden
sonra starter oranindaki farklilifin, starterle yapilan peynirlerin 6zellikleri {izerinde
farklilik yarattigim agiklamistir. Bunun yami sira, peynirde kuru madde ve yag
oranlarimin olgunlagma stiresi boyunca énemli diizeyde degismedigini buna karsin,
tuz, pH ve titrasyon asitligi degerlerinin artig gdsterdigini saptamistir.

Palma ve ark. (1987), 5 farkli Lacrobacillus susu ile tiretilen Isvigre
peynirlerinde bu bakterinin peynir bilesimini etkilemedigini, proteoliz ve yap:
gelisimini 6nemli derecede etkiledigini bildirmislerdir. Kandarikis ve ark. (1998),
farkli termofilik ve mezofilik kiiltiirler ile propiyonik asit bakterilerinin Graviera
Kritis peynirinin bilegimi {izerinde 6nemli bir farklilik yaratmadigini (p>0.05), ancak
pastorize siitten startersiz yapilan peynirlerde olgunlagsmanin baslangicinda kuru
madde miktariin diigiik diizeyde oldugunu ve pH degerinin ise daha yiiksek
oldugunu (p<0.05) saptamiglardir. ‘

Yetismeyen ve ark. (1993), Kasar peyniri tretiminde kullandiklar 4 farkh
starter kiltiir kombinasyonunun peynirin kimyasal bilesimi ve azot fraksiyonlar:
tizerinde 6nemli derecede etkili olmadiklarimi, Le. lactis + Le. cremoris + Str.
thermophilus suslarindan olusan kombinasyonun istenilen diizeyde lipolitik aktivite
gosterdigini ve daha istin duyusal &zelliklere sahip oldugunu saptamiglardir.
Halkman ve ark. (1994), Kasar peyniri Uretiminde g¢esitli termofilik ve mezofilik
kiltirleri kullanmislardir. Peynirin bilesimi, suda ve % 12 Trikloroasetik asit
(TCA)’da ¢bzlnen azot degerleri lizerinde farkli kiiltlir kullamminin etkilerinin
snemli diizeyde olmadifimi ve bu konuda pek ¢ok yeni calismaya gereksinim
duyuldugunu ifade etmiglerdir.

Kehagias ve ark. (1996), Feta tipi salamura peynir {iretiminde mezofilik,

termofilik ve kangik starter kullammimn peynirin  bilesiminde ve azot
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fraksiyonlarinda énemli bir degisiklik yaratmadigini, termofilik kiiltiirlerle iiretilen
peynirlerin % nem oranlari, pH ve suda ¢&ziinen azot degerlerinin, digerlerine gére
daha yiiksek oldugunu agiklamislardir.

Kurt ve Ozdemir (1995), siite starter kiiltiir ilavesinin Beyaz peynirin
bilesimini ve olgunlasmasini olumlu yonde etkiledifini, starter kiiltiir katilan
peynirlerin kuru maddelerinin, asitlik gelisiminin ve suda ¢dziinen azot orammn
starter katilmayanlardan daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.

Stefanova—Kondratenko ve ark. (1966), Lc. lactis ve Lc. lactis + Lb. casei
bakterilerinden olusan kiiltiirleri farkl oranlarda (1:1, 3:1, 9:1) ve miktarlarda (25,
30, 50, 100, 150, 200 m}/100 kg siit) Beyaz peynir tiretiminde kullanmiglardir. Starter
bakterilerin, Beyaz peynirde kuru madde, toplam ve ¢6ziiniir azot, pepton azotu ve
amino asit degerleri iizerinde farkl etki yaratmadigini, kiiltiir miktarinin artiriimasi
ile koliform grubu bakterilerin gelisiminin engellendifini ve serbest amino asit
birikiminin arttigim saptamiglardir.

Asensio ve ark. (1997), bazi1 mezofilik (Lc. lactis, Lb. casei, Lb. plantarum)
bakterilerin ilave edilmesi ile diigiik yagli keci peynirinde amino peptidaz
aktivitesinin ve amino azot miktarinin arttifimi, suda ¢6ziinen fraksiyonlarda
hidrofobik peptidlerin miktarinda -azalma oldugunu, duyusal degerlendirme
puanlarimin arttifin1 ve kontrol érnegine gore kabul edilebilirliklerinin daha yiiksek
oldugunu saptamuglardir. Giirsoy ve ark. (2001), starter bakteri farklilifinin Beyaz
peynirde olgunlagma siiresince proteolizi farkli diizeylerde etkiledigini, kullanilan
bakterilerin olgunlagmay: hizlandirdifini ve proteolize bagh olarak tiim 6rneklerde
yapida yumusama goriildiigiinii bildirmiglerdir.

Koca ve Metin (1998), Izmir Teneke Tulum peyniri tiretiminde Lactococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc ve Enterococcus cinsi bakterilerden olusan 4 farkh
kombinasyonu starter olarak kullanmislardir. Aragtiricilar, farkli starter kullamiminin
peynirlerin pH, kuru madde, toplam azot ve ¢6ziiniir azot, sertlik indeksi degerleri
tzerinde O6nemli farkhiliklar yarattifimi belirlemisierdir. Arastincilarin bulgulan
degerlendirildiginde, starterle tiretilen tiim Orneklerin starter katilmayan &rneklerden

daha iyi nitelikte oldugu sonucu ¢ikmaktadir.
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Bedel ve Kilig (2000) pastérize siitten starterli ve startersiz trettikleri Izmir
Tulum peynirlerinde, érneklerin kimyasal bilesimi arasinda farklilik olmadigini
ancak starter kiiltiir ile iretilen peynirlerin titrasyon asitligi degerlerinin yiiksek, pH
degerlerinin ise disiik oldugunu belirlemislerdir. Aym sekilde, starter ile yapilan
peynirlerin olgunlasma dereceleri, suda ¢éziinen azot degerleri ve ¢ozinir Tyr
igeriklerinin daha yliksek oldugunu ve bu peynirlerin duyusal degerlendirmede daha
yiiksek puan aldiklarini saptamislardir. Arastiricilar yaptiklart bu g¢alismada,
proteolitik enzim katilan peynirlerde olgunlagmamin hizli gergeklestigini, bu
peynirlerde acilagma meydana geldigini ve duyusal agidan da diistik puanlar aldigim
vurgulamislardir.

Pappa ve Anifantakis (2001a) farkli termofilik ve mezofilik starterlerle
tirettikleri Feta peynirlerinde pH degerlerinin ve nem oranlarinin énemli derecede
farkli oldugunu saptamiglardir. Arastiricilar bu durumun nedeninin, muhtemelen
starterlerin peynir {iretimi ve olgunlasmasi sirasinda pH ve asitlik geligimindeki
farkliliklar oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, pH degeri yiiksek olan peynirlerin daha

yiiksek oranda nem igerdigini agiklamiglardir.

2.2. Starter Bakterilerin Peynirin Biyokimyasal Ozelliklerine Etkisi

Uzerine Yapllah Cahsmalar
2.2.1. Starter Enzimlerinin Hidrolitik Ozellikleri

Starter, peynirde amino azotunun olugumunda énemli rol oynamakta ve farkh
proteolitik enzim sistemine sahip olmalari nedeniyle peynirlerde farkli diizeylerde
amino asit olugturabilmektedirler (Exterkate ve ark, 1987).

Starter proteinazlari, peynir proteolizine ¢nemli diizeyde Kkatk:
saglamaktadirlar. Proteinaz pozitif suglarinin peynir proteolizine daha ¢ok katki
sagladif1 ve proteinaz negatif suglara gore daha yiiksek konsantrasyonlarda peptid ve
serbest amino asit birikimi sagladiklari belirtilmektedir (Law ve ark, 1993).

Exterkate ve Alting (1993) Lc. lactis suslarinin sahip olduklar1 P; (Lactocepin

I) ve Py (Lactocepin III) tipi proteinazlarin a—kazeinin f1-23 fragmentleri iizerinde
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farkl1 spesifik noktalarda etki yaptiklarini, Py tipi proteinaz f1-23 fragmentlerinde 8-
9, 9-10 ve 13-14 nolu baglara etki ettigini, Py tipi proteinazlarin 1617, 17-18 ve
21-22 nolu peptid baglarini etkiledigini ag;lklgmlslardlr.

Exterkate ve Alting (1995), Gouda peyniri tiretiminde bazi Lactococcus cinsi
bakteri suglarmm (AM1, AM2, E8, NCDO763, Wg2, Z8 ve HP) kullanarak,
peynirdeki kazeinin hidrolize olma durumunu aragtirmislardir. Lactococcus cinsi
bakterilerin olmadifi ortamda og—kazeinin (f1-23) parcalanmadan kaldifin1 veya
par¢alanmanin ¢ok yavas oldugunu gézlemlemislerdir. Kullanilan her bir bakteri
susunun o —kazeini (f1-23) farkl: spesifik noktalardan par¢aladidi ve bu bakterilerin
HPLC profillerinin ve amino asit konsantrasyonunun farkl: oldugunu saptamiglardir.
Peynirde tuz miktarinin yiiksek olusunun, olgunlagsmanin baslangicinda o,;—kazeinin
(f1-23) hidrolizini O6nemli ol¢lide etkilemedigini, olgunlagmanin sonraki
dénemlerinde peptidlerin amino asitlere doniigiimiinii kismen inhibe edebilecegini
belirten aragtiricilar, peynirin kabuga yakin kisimlarinda su oramimin az olmasi
nedeniyle protein ve peptidlerin daha yavas hidrolize olduklarin bildirmiglerdir.

Farkye ve ark. (1990), Lc. lactis subsp. lactis UC317 ve bu bakterinin
proteinaz negatif susu olan UCO041 ile tretilen ve 6 ay slire ile olgunlastirilan
Cheddar peynirlerinin bilesimleri ile suda ¢oziinen azot oranlar arasinda farklilik
olmadigim, % 5 fosfotungstik asitte (PTA) ¢6ziinen azot degerleri arasinda farklilik
oldugunu bulmuglardir. Arastiricilar, Chieddar peynirlerinin elektroforezinde her iki
bakteri arasinda fark bulunmadifini, ancak bu peynirlerin suda ¢oziiniir

ekstraktlarinin elektroforezleri arasinda bazi farkhiliklar oldugunu bildirmisierdir.
2.2.2. Peynirde Mikroflora ve Starter—Mikroflora Iligkisi

Trapanier ve ark. (1991) Cheddar peynirinde Lactobacillus suslarimn ilavesi
ile peynir olgunlastirmasin 6nemli derecede etkilendigini ve peynir siitiine canh
bakteri ilavesinin, istenmeyen mikrofloranin gelismesini minimize ettigini
bildirmiglerdir. Bottazi ve ark. (1993), Grana peynirinde asit gelistirebilen starter

bakteri kullaniminin peynirde erken sigmeyi engelledifini ve peynir iiretiminde
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starter kullanildigi takdirde sismeyi engellemek igin antibakteriyel madde
kullanimina gerek kalmadigini agiklamiglardir.

Karakus ve Alperden (1995), 4 farkh Lactococcus ve Lactobacillus
kombinasyonu ile iirettikleri Beyaz peynirlerde Lactococcus cinsi bakterilerin baskin
floray: olusturdugunu, ancak olgunlagmanin sonuna dogru bu bakterilerin sayilarinda
belirgin bir azalma oldugunu bildirmislerdir. Farkl: starter kombinasyonu ile yapilan
peynirlerin tiretimi ve olgunlasma sirasindaki 6zellikleri agisindan peynirler arasinda
onemli bir farklihik olmadifi, duyusal agidan ise bazi starter kombinasyonlarinin
daha Ustiin 6zelliklere sahip oldugu ve starter ile yapilan peynirlerin kontrol
peynirinden tamamen farkli oldugunu belirtmislerdir.

Beyaz peynirin karakteristik florasim belirleyen Hosono ve ark. (1993),
peynirin baskin florasinda Le. lactis subsp. lactis (2.6 x 10°/g) bulundugunu, bunun
disinda Lc. cremoris, Lb. casei, Leu. paramesenteroides, E. faecalis gibi bakterilerin
de izole edildigini bildirmislerdir. Benzer sekilde, Litopoulou-Tzanetaki ve
Tzanetakis (1992), Beyaz salamura peynirlerde baskin floranin Lactococcus cinsi
bakteriler oldugunu ancak, depolamanin 15. giiniinden sonra Lactobacillus cinsi
bakterilerin ortama hakim olduklarini bildirmiglerdir. Peynirin pH degerinin 4.5 ve
tuz konsantrasyonunun % 5.8-6.2 diizeyinde olmasinin, mikrobiyal gelismeyi inhibe
etmede etkili birer faktorler oldugunu bildirmiglerdir. Rodriquez—Medina ve ark.
(1995), Ispanya Leon peynirinin 1. haftasinda floranin % 85’ini Lactococcus
suglarinin olugturdugunu 8 haftalik olgunlasma sonunda bu oranin % 55’ diistiigiinti

bildirmislerdir.
2.2.3. Starter Bakterlerin Otolizi ve Otolizin Peynir Proteolizine Etkisi

Lc. lactis suslan erken lize olmalari ve peynir ortamina serbest enzim
birakmalar1 nedeniyle peynirde olgunlagsmay1 hzlandirmaktadirlar. Bakteriyel yolla
peynirlerde hizli olgunlastirma giincel ve etkili bir yéntemdir (Ruyter ve ark, 1996).

Starter otolizi ile peynir proteolizi arasinda siki bir iliski bulunmaktadir.
Saint-Paulin peyniri iretiminde starter olarak kullamlan Lc. lactis subsp. lactis

NCDO763 susunun lize olmas: ile peynir proteolizi 6nemli olgiide degismistir
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(Kawabata ve ark, 1997). Olgunlasmanin 2. ayimndan sonra kontrol 6rnegine gére, %
5 PTA’da ¢bziinen azot oramnin 3 kat, toplam amino asit miktarlarinin 7 kat daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Arastiricilar, erken lize olan bakterilerin hiicre igi
proteinaz ve peptidazlarimin serbest kalmasi ile peynir kitlesinde aktif hale
geldiklerini belirtmislerdir. Kullandiklar1 starterlerin lize olmasi ile peynir
olgunlasmasi ve aroma gelisimi arasinda pozitif korelasyon bulan Kiernan ve ark.
(2001), lize olan Lactobacillus suslarimin Cheddar peynirinde proteolizi arttirdigini
ve lize olmayan suslarla yapilan peynirlerde ise proteoliz ve aroma gelisiminin
geciktigi bildirmislerdir. Kefalotryri peynirinde ise starter bakteri hiicrelerinin
olgunlagmanin baslarinda lize olduklarim bu asamadan sonra starter olmayan laktik
asit bakterilerinin aktif hale geldikleri agiklanmistir (Litopoulou—Tzanetaki, 1990)

Madkor ve ark. (1999), dondurularak soklanmus 7 farkli Lactobacillus
suglarim kullanarak hazirladiklan peynir sulu sisteminde (cheese slurry), bakterilerin
proteolitik etkileri arasinda farkliliklar bulundugunu saptamislardir. Otolitik 6zelligi
zayif olan suslarin enzim aktiviteler: diisiik oldugunu, otolitik 6zellikleri yiiksek olan
suglarin kullamimu ile suda ¢oziinen azot ve amino asit oranlarinin artis gésterdigi
bulunmustur. Yardimei kiiltiirler arasinda peptidaz enzim sistemleri farkli
oldugundan, peynirlerin elektroforetogramlarinin da farkh ¢iktigi, bu farkin kontrol
ornegine gobre daha belirgin oldugu bildirilmistir. Madkor ve ark. (2000b),
dondurularak soklanmis Lb. helveticus suglarinin, yag: azaltiimis Cheddar peynirinin
gerek proteoliz gerekse organoleptik agidan olumlu katkilar sagladigim
agiklamiglardir. Aragtiricilar ayagi azaltllrhls Cheddar peynirinde soklanmis Lb.
helveticus kullammu ile acilik olusumu ve yapida sertlesmenin 6niine gegilebildigini
belirtmislerdir.

Hannon ve ark. (2003), starter olarak Lc. lactis subsp. cremoris 227 ve lactis
223 bakterilerinin karisimi ve otolitik starter olan Lactobacillus helveticus 4571
ilavesi ile tirettikleri Cheddar peynirlerinde bilesim agisindan farklilik bulunmadigin
belirtmislerdir. Peynirlerin pH 4.6°da ve % 5 PTA’da ¢6ziinen azot oranlar arasinda
onemli diizeyde farklihik bulunmasmna karsin, urea—PAGE elektroforetogramlar
arasinda 6nemli bir fark bulunamadifi saptanmustir. RP-HPLC analizlerinde ise

olgunlagma siiresinin artmas: ile peynirler arasindaki farkliliin daha belirgin hale
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geldigini yalmz Lactococcus suglarimin karisgimlarinin kullanildig: peynirlerde peptid
konsantrasyonlarimin daha yiiksek ¢iktig1 belirtilmigtir. Diger taraftan peptid
konsantrasyonu diisitk olan peynirlerin amino asit miktarlarinin daha yiiksek oldugu
belirlenmigtir. Aragtiricilar, starter peptidazlarinin peptidleri pargalamas: ile peptid
konsantrasyonunun diistiigtinii, diger taraftan amino asit konsantrasyonunun arttifini
ve bunun starterin otolizi ile yakindan iligkili oldugunu bildirmislerdir.

Hannon ve ark. (2003)’min bulgularindan farkli olarak, Drake ve ark. (1996),
Lb. helveticus ile yapilan Cheddar peynirlerinin kontrol 6megine gére SDS-PAGE
analizinde farkli bir bant verdigini (3. ve 6. aylarda) ve peynir proteolizinde énemli
derecede etkili oldugunu agiklamiglardir. Bir bagka arastirici grubu, Lactobacillus
cinsine ait bazi suslar ve bunlardan elde ettikleri hiicre ekstraktlarinin proteolitik
aktivitelerini saptamak amaciyla yaptiklar1 denemede, hiicre ekstraklarinin daha
yiiksek diizeyde proteolitik aktivite gsterdigini ve yapilan urea—PAGE analizinde bu
farkliligin belirgin bir sekilde gozlemlendigini bildirmiglerdir (Hahn ve ark, 1993).

Lynch ve ark. (1996), 9e§itli Lactobacillus suslar ve Lactococcus ile iiretilen
Cheddar peynirlerinin bilesimleri, urea—PAGE ve HPLC analizleri agisinda belirgin
bir farklilik bulunamadifim ancak, amino asit kompozisyonun farkli bulundugunu,
ozellikle bakterilerin lize olmasi ile amino asit konsantrasyonunda artis oldugunu
belirtmiglerdir. Arastiricilar, bu konudaki g¢alismalarin siirdiiriilmesi gerektigini

Onermislerdir.
2.2.4. Peynirde Amino Asit Olusumu iizerine Starter Bakterlerin Etkisi

Peynirlerin = olgunlasmasinda, starter enzimlerinin 6nemli rolleri
bulunmaktadir. Starter bakterilerin olgunlagmaya en biiyiik katkis1 peynirde serbest
amino asit tretimidir. Buna gore, peynirin ¢esidi de dikkate alinarak, iyi kalitede bir
peynir {iretimi i¢in uygun bir starter ya da starter karigimimin segilmesi ¢ok
onemlidir. Peynirin kalitesi, kazeinin hidrolizine ve hidroliz sonucu olusan amino
asit profiline gore karakterize edilmektedir (Dilanyan, 1974). Laktik asit
bakterilerinin starter olarak kullanildigi peynirlerde duyusal ydnden bir kusura
rastlanmamakta, bu bakterilerin aktivitesi sonucu daha yiiksek diizeyde diisiik
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molekiillii peptidler ve amino asitler olugmaktadir (Poznanski ve Rymaszewski,
1965).

Visser (1977b), Gouda tipi peynirlerde kullamlan farkli starter bakterilerin,
peynirin bilesiminde ve suda ¢bziinen azot oranlarinda ¢ok 6nemli bir farklilik
yaratmadigini, starterin peynirlerin serbest amino asit olusumunda dnemli derecede
etkiye sahip oldugunu belirtmistir. Peynirlerde kalinti rennetin suda ¢éziinen azot
oranlar1 lizerinde etkili oldugunu, serbest amino asit miktarlar {izerinde 6nemli
diizeyde etkili olmadifini, bunda tamamiyla starter bakterinin etkili oldugunu
agiklamustir. S6z konusu ¢aligmada, pihtilastirict enzimin peynirde “olgunlasmarin
genisligi” {izerinde, starterin ise “olgunlagmarin derinligi iizerinde etkili oldugu
vurgulanmgtr.

Kaymaz (1982), starterli ( % 95-98 Lc. lactis subsp. cremoris + % 2-5 Lc.
lactis subsp. lactis) ve startersiz liretilen Beyaz peynirlerde Arg, Ile, Leu, Met, Phe
ve Trp amino asitlerinin olusumunu incelemistir. Bu amino asitlerin en fazla ¢ig
siitten yapilan peynirlerde agifa c¢iktifimi bunu pastorize-starterli siitten yapilan
peynirlerin izledigini saptamistir. PastSrize—startersiz siitten yapilan peynirlerde ise
bu amino asitlerin simirh diizeyde saptandigini, pastdrize siitten yapilan peynirlerde
s6z konusu amino asitlerin yeterince olusabilmesi i¢in mutlaka starter kullanilmasi
gerektifini vurgulamistir.

Ugtincii (1981), ¢ig ve pastorize inek ve koyun siitiinden starterli ve startersiz
tirettigi Beyaz peynirlerde olgunlasmanin ilerlemesi ile birlikte amino asit
konsantrasyonunun da arttifini, pastorize edilmis ve starter ilave edilmeden {iretilmis
siitlerden iglenen peynirlerde amino asit konsantrasyonunun en diisik diizeyde
oldugunu bildirmistir. Arastirici, peynirin tuz konsantrasyonunun yiiksek olmasi
nedeniyle starterin yeterince aktivite gosteremedigini, bu amagla Beyaz peynirde
kalitenin iyilestirilmesi igin tuza dayamkh starterin segilmesi gerektigini
vurgulamugtir. Arastincinin elde ettigi bulgular dikkate alindiginda, Beyaz peynirde
baskin olarak Phe, Leu, Glu ve Val amino asitleri bulundugu sonucu
¢ikarilabilmektedir.

Lynch ve ark. (1999) Lb. paracasei subsp. paracasei ve Lb. plantarum ile

yaptiklar1 Cheddar peynirlerinde starter bakterilerin peynirin primer proteolizinde
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Onemli bir farklilifa neden olmadiklarini buna kargin, peynirlerin serbest amino asit
degerleri agisindan farklihik bulundugunu saptamuslardir. Poveda ve ark. (2003b), 3
farkli starter kiiltlir kullanarak tirettikleri Manchego peynirlerinde, amino asit
kompozisyonunun starter kiiltiir farkliligindan etkilendigini, Glu, Leu ve Val amino
asitlerinin en yliksek konsantrasyonlarda saptanan amino asitler oldugunu

bildirmiglerdir.
2.2.5. Peynirin Duyusal Ozellikleri Uzerine Starter Bakterilerin Etkisi

Peynirin yapisi, tadi, kokusu ve diger duyusal 6zellikleri iizerinde, starter
bakterinin 6nemli derecede etkisi olup, mezofilik starterlerle yapilan peynirler daha
olgun tada sahip olmakta, peynirin genel duyusal 6zellikleri tizerinde starter ya da
yardimci starter bakterilerin 6nemli derecede etkileri bulunmaktadir (Muir ve ark,
1996).

Akyiiz (1986), farkhi oranlarda mezofilik ve termofilik starter bakterilerle
tirettigi Kagar peynirlerinin toplam serbest yag asitleri miktarinin ve duyusal
ozelliklerinin farkli oldugunu, bu nedenle starter bakteri tipinin peynirde serbest yag
asitleri olusumu ve duyusal 6zellikler {izerinde farkly etkiler yaptigini belirtmistir.
Diger taraftan Gosheva ve ark. (1992), Beyaz salamura peynirde duyusal 6zelliklerin
gelisiminde starter bakterinin ¢ok Onemli rolii oldugunu,. en yiksek dizeyde
asetaldehit, aseton ve butanon—2 gibi 6nemli aroma bilesenlerinin starterle iiretilen
peynirlerde saptandigim vurgulamislardir.

Requena ve ark. (1993), cesitli Lactococcus, Lactobacillus ve Leuconostoc
suslarinin karigimlarinin denendifi yar1 sert kegi siitli peynirlerinde en iyi sonucu,
Lactococcus sugu bakterilerin yer aldifi kombinasyonun verdigini ve bu peynirlerde
azot fraksiyonlarinin daha yliksek diizeyde bulundugunu bildirmislerdir. Bu
peynirler, karakteristik dzellikler ve duyusal kalite bakimindan da diger peynirlerden
daha iistiin olarak bulunmustur.
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2.2.6. Starter Bakterilerin Peynirin Primer ve Sekonder Proteolizine

Etkisi

Pihtilastiric: olarak kullanilan rennetin peynir proteolizinde 6nemli diizeyde
etkili oldugunu belirten O’Keeffe ve ark. (1976), jel-elektroforezde belirlenebilen
biiyiik ve orta molekiil agirhkli bazi peptidlerin ‘olusumuna neden olabildigini
saptamigslardir. Ancak, peynirde diisiik molekiil Aaglrhkh peptidler ve amino asitlerin
olusumunda birinci derecede starter enzimlerinin etkisi oldufunu vurgulamislardir.
Aym grup arastirict bir bagka ¢aligmalarinda (O’Keeffe ve ark, 1978), starterle
yapilan peynirlerin kimyasal olarak asitlendirilen (GdL ile) peynirlerden daha yiiksek
diizeyde suda ve % 12 trikoloroasetik asitte ¢6ziinen azot oranlarina sahip oldugunu
bildirmiglerdir. Aym sekilde, peynir iiretiminde kullanilan pihtilagtirici enzimin
bilyiik molekiil agirlikli peptidlerin olusumunda, starter proteinazlarimin ise kiigiik
molekiil agirlikli peptidlerin olusumundan sorumlu oldugu belirtilmigtir. Visser ve de
Groot—Mastert (1977), normal starter bakteri ile iiretilen peynirlerde o —kazeinin
hizli bir gsekilde pargalandifini, buna karsin P-kazeinin enzimlere daha direngli
oldugunu saptamislardir. Starter bakteri aktivitesinin, olgunlasmanin ilk bir ayinda
" yavas daha sonra ise hizli oldugunu ancak, farkli starterlerle (Z8, AMI1, AM?2)
yapilan peynirler arasinda 6nemli diizeyde bir farklilik bulunmadigini, hatta bu
starterlerle rennetsiz  peynir yapildifinda bile durumun degismedigini
belirlemislerdir. Rennetsiz—starterli yaptiklari peynirlerde a5— ve p—kazeinin yavag
da olsa pargalandigini bu pargalanmanin olgunlasmanin ileri agsamalarinda (1 aydan
sonra) oldugunu belirten arastiricilar, burada starter hiicrelerinin lize olmasiyla
ortaya ¢ikan enzimlerin etkili oldugunu agiklamiglardir.

El-Soda ve ark. (1982) Cheddar peynirine starter hiicre ekstraktlarinin ilave
edilmesinin, proteolizi arttirdifimi ve bu ekstraktlarin peynirde olgunlagmay:
hizlandirdigini, daha yiiksek diizeyde ugucu asit olugturdugunu bildirmisglerdir. Aym
grup arastirict (El-Soda ve ark, 1981), Lb. casei ile yapilan Cheddar peynirinin
normal karigik starter kiiltiirler yapilanlara oranla protein par¢alanmasimn ve ugucu
asit olusumunun daha yiiksek oldufunu, bu bakterinin hiicre ekstrakti ile liretilen

peynirlerde acilik meydana geldigini belirtmislerdir.
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Iki farkls ticari kiiltiir ile Cheddar peynirleri iireten Ramasamy ve ark. (1998),
glikoliz, proteoliz ve lipoliz agisindan farkliliklar bulundufunu, starter katilan
peynirlerin daha kisa stirede olgunlagtiklarini bildirmislerdir. Morgan ve ark. (1997)
bakteriosin iireten Lactococcus suslarinin peynir olgunlasmasina 6nemli derecede
etki yaptigini, olgunlagma siiresini kisalttifini, kontrol peynirine gére daha fazla
miktarda amino asit birikimine neden oldugunu agiklamiglardir.

Law ve Wigmore (1983), starter olarak kullanilan Lactococcus bakterilerinin
Cheddar peynirinin kimyasal bilesimini etkilemedigini, ancak peptid ve amino asit
olusumunda 6nemli .ve farkli etkilere sahip oldugunu bildirmiglerdir. Starter katilan
peynir 6rneklerinde, starter katilmayan veya nétraz katilan peynirlerden daha yiiksek
oranlarda serbest amino asit birikimi oldugu vurgulanmistir. Ardé ve Petterson
(1988), Lb. helveticus’un peynirde kazein hidrolizinden daha ¢ok peptidlerin
hidrolizinde rol aldifin1 ve peynirde amino asit olusumunu hizlandirarak aromay:
zenginlestirdigini bildirmislerdir.

Choi ve Kim (1990), Cheddar peynirinde Lc. lactis, laktaz negatif suglarinin
kontrol Ornegine goére kimyasal bilesim agisindan farklilik gostermedigini, suda
¢ozlinen azot fraksiyonlan ve urea-PAGE elektroforetogramlarinin benzer oldugunu,
ancak laktaz negatif proteaz pozitif suslarin % 5 PTA’da ¢dziinen azot degerlerinin
daha yiiksek oldugunu bulmuslardir.

Subramanian ve ark. (1993a) farkl starterlerle tirettigi Cheddar peynirlerinin
toplam ve Qézﬁnen azot miktarlar1 arasinda fark olmadifini, 12 aylhik depolama
stiresince ¢6ziinen azot miktarinin stirekli artis gosterdigini  saptamiglardir.
Aragtinicilar Cheddar peynirinde farkli starter kullammmimun o4 —kazeinin
pargalanmasinda farkli etkiler yarattifini ve olgunlasma siiresi igerisinde ot —
kazeinin $—kazeinden daha hizli parcalandigim bildirmiglerdir (Subramanian ve ark,
1993b).

Law ve ark. (1992), Lc. lactis subsp. lactis UC317 ve Lc. lactis subsp.
cremoris HP suslan ile yaptiklar1 Cheddar peynirlerinin bilesimleri arasinda fark
bulunamadigimi, UC317 susu ile yapilan peynirlerin suda ve % 5 PTA’da ¢oziinen
azot oranlarinin daha yiiksek bulundugunu belirtmislerdir. Bu farklilik Cd-ninhydrin

yontemi ile belirlenen toplam serbest amino asit konsantrasyonunun saptanmas: ile
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de ortaya ¢ikmugtir. Diger taraftan, peynirlerin suda ¢oziinlir ekstraklarinin
elektroforezinde birtakim farkliliklarin  oldugu saptanmugtir. Suda ¢6ziinen
fraksiyonlarin HPLC peptid analizleri UC317 ve HP suglan ile iiretilen peynirler
arasinda belirgin farkliliklar oldugunu géstermistir. Aym sekilde bu farklilik duyusal
analizlerde de gorilmiis ve UC317 ile yapilan peynirler daha yiiksek puan
almiglardir. Arastiricilar farkli starter bakteri suslarinin peynir proteolizine farkli
bigimlerde katkida bulunduklarim belirtirken, HP susunun herhangi bir acilifa neden
olmadlgim aciklamiglardir.

Litopoulou-Tzanetaki ve ark. (1993) starter olarak kullandiklarn1 bazi
Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus ve Leuconostoc cinsi bakteriler ile yogurt
bakterilerinden olusan ¢esitli kombinasyonlarin Feta peynirinin kimyasal ve duyusal
ozellikleri lizerine etkilerini arastirmislardir. Arastiricilar, peynir iiretiminde
mezofilik ve termofilik karakterli baz1 bakterilerin, liretimde ve olgunlagmada farkli
etkiler gosterdiklerini; protein olmayan azot, % 12 TCA’da ve % 5 PTA’da ¢6ziinen
azot degerlerinin o6zellikle olgunlagsmanin ileri asamalarinda farkli oldugunu
saptamiglardir.

McSweeney ve ark. (1994), Lactococcus ve Lactobacillus ilavesi ile liretilen
Cheddar peynirinin bilesiminin énemli 6lgiide etkilenmedigini, ayrica &rneklerin
urea-PAGE ve azot fraksiyonlann arasinda da farklihk gorillmedigini
vurgulamiglardir. Ancak, Cd-Ninhidrin metodu ile belirlenen toplam serbest amino
asit miktarlar1 dikkate alindiginda, Lactobacillus ilave edilmis suslarin 6nemli
derecede etkilerinin oldugu bildirilmistir. Peynirlerin HPLC ile belirlenen peptid
profillerinin genelde benzer oldugu, ancak kromatogramlarin hidrofobik bolgelerinde
belirgin bir takim farkliliklar saptandig ileri stirtilmiisttir.

Wilkinson ve ark. (1994) Lc. lactis subsp. cremoris AM2 ve Lc. lactis subsp.
cremoris HP gibi tek sus igeren starter ve G11/C25 karisik sus igeren Kkiiltiirlerle
tirettikleri Cheddar peynirinde, Lactococcus suslarinin farkli diizeylerde otolize
ugradiklarin1 ve farkli dlizeyde proteolitik aktivite gosterdiklerini bildirmislerdir.
Peynirlerin bilesimleri ve pH degerleri arasinda 6nemli bir farklilik bulunamazken,
ozellikle olgunlagmanmin ileri agsamalarinda serbest amino asit miktarlari oldukga

farkli gikmustir. En yiiksek amino asit birikiminin AM2 susu ile iiretilen peynirlerde
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saptandifint bunu G11/C25 kansik susu ile islenen peynirler izledigini, en diigiik
miktarda amino asidin ise HP susu ile islenen peynirlerde saptandiim
agiklamiglardar.

Farkye ve ark. (1995), cesitli Lactococcus ve Lactobacillus cinsine ait
bakterilerin proteolitik aktivitelerini inceledikleri ¢aligmalarinda, bu bakterilerin
peptid profillerinin (RP-HPLC analizleri) farkli oldugunu ve Cd-Ninhidrin reaktifi
ile farkli absorbans degerleri verdigini saptamiglardir. Arastiricilar, peynirin
olgunlagmas: siiresince laktik starter bakterilerinin kazeinleri de farkl oranlarda
pargaladiklarin bildirmislerdir.

Lane ve Fox (1996), Lc. lactis subsp lactis suslarindan olusan starter
bakterilerin Cheddar peynirinde proteolize 6nemli derecede katki sagladigini, suda
¢6zlinen diisiik molekiillii peptidier ve amino asit olusumunda 6nemli diizeyde etkili
oldugunu belirtmiglerdir. Ancak, peynirlerin ve suda ¢6ziinen ekstraktin
elektroforezi, peynirde temel proteolitik enzimin pihtilastinicl enzim oldugunu, orta
ve biiylik molekiillti peptidlerin olusumunda starterlerin sinirli diizeyde rolii
oldugunu gostermistir.

Lane ve Fox (1997), proteinaz pozitif Lc. lactis subsp lactis UC317 ve bu
bakterinin proteinaz negatif tipi olan Lec. lactis subsp lactis FH041 susu ile iirettikleri
Cheddar peynirlerinde, Lc. lactis subsp lactis UC317 susunun peynirin proteolitik ve
duyusal dzelliklerinde belirgin bir farklilik gosterdigini belirtmislerdir. Bu nedenle,
starter proteinazlarinin peynirin proteolizinde ve aroma gelisiminde olduk¢a 6nemli
role sahip olduklariu vurgulamuslardir. 6 ay siire ile olgunlastirilan peynirlerin
elektroforetogramlan arasinda kalitatif veya kantitatif olarak 6nemli bir farklihgin
olmadigini, suda ¢oztinen ekstraktlarin urea—PAGE analizleri, HPLC analizleri ve
toplam serbest amino asit analizlerinde ise birtakim farkliliklar bulundugunu ileri
stirmiiglerdir. Awad ve ark. (1999b) tarafindan Lc. lactis suslan ile Lb. casei suslari
kullanilarak {iretilen Gouda tipi peynirler arasinda bilesim agisindan farklilik
bulunamanus, ancak tiim peynirlerde o,—kazeinin B-kazeine gére daha yiiksek
oranda pargalandig1 goriilmiigtiir. Orneklerin peptid profillerinin belirlendigi HPLC
analizlerinde, starter bakteri suglar arasinda énemli diizeyde farkliik oldugu agiga

cikmistir. Ayrica, Srneklerin toplam serbest amino asit i¢eriklerinin de farkli oldugu,
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starter katilmadan yapilan peynirlerde toplam serbest amino asit konsantrasyonunun
en diigiik diizeyde kaldig1 saptanmistir. Arastiricilar, starter enzimlerinin peynirde
diisik molekiillti peptidler ve serbest amino asit olusumunda olduk¢a 6nemli yere
sahip olduklarim bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada, sadece starter kiiltiir katilan
ve katilmayan peynir &rneklerinin peptid profillerinin farkli olmasinin yani sira,
starter katilan peynirlerin peptid profillerinin de birbirinden farkh oldugu ortaya
¢ikmigtir. Aragtiricilar, peynirlerin HPLC peptid profilleri tizerinde farkli starter
bakterilerin 6nemli derecede etkilerinin oldugunu savunmuglardir.

Lynch ve ark. (1997), Lc. lactis subsp. subsp. lactis UC317 ile birlikte cesitli
mezofilik Lactobacillus tiirlerinin ilavesiyle iirettikleri Cheddar peynirlerinde, starter
bakterinin peynirin bilesimine 6nemli diizeyde etkide bulunmadigini, ancak serbest
amino asit olusumuna, etanolde ¢6ziinen ve ¢dziinmeyen peptid miktarlarina énemli
derecede etki ettigini bildirmislerdir. Orneklerin jel elektroforezinde olgunlasmamn
ilk 3 ayinda belirgin bir farklihk goriilmezken 6 ay siire ile olgunlagtinilan
peynirlerde kalitatif olarak farkliliklar gozlemlenmistir. Lacfococcus bakterileri
starter olmayan laktik asit bakterilerine gére, peynirin sekonder proteolizine daha
fazla katki sagladiklan belirtilmistir.

Carmona ve ark. (1999), Lc. lactis ve Lc. cremoris kangsimlar ile iirettikleri
Los Pedroches peynirlerinde, starter kiiltiir katilmig 6rneklerde proteolizin daha hizli
ve diizenli oldufunu, protein olmayan azot, amino azotu oranlar ile ¢dziiniir Tyr
miktarimin daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Ancak, drneklerin jel elektroforez
analizleri sonunda starter kiiltiirlerin elektroforetik 6zellikler (os;—kazein, B-kazein
ve bunlanin pargalanma {riinleri) {izerinde farkli bir etkide bulunmadif:
agiklanmustir.

Gomez ve ark. (1999), yaptiklart elektroforez ¢alismasinda, og— ve B—
kazeinin ticari starterlerle yapilan peynirlerde daha fazla parcalandiinu peynirlerin
pH 4.6’da ve % 12 TCA’da ¢6ziinen azot oranlarimin 6nemli diizeyde yiiksek
ciktigini belirtmislerdir. Ancak, belirli suslarla (Lactococcus) yapilan peynirlerin
proteolizinin daha kontrollii oldugunu agiklayan Gomez ve ark. (1999), Lactococcus
suglann ile Uretilen peynirlerin duyusal 6zellikler agisindan ticari starterlerle

yapilanlardan daha gok begeni kazandigim agiklamiglardir.

24



2. ONCEKI CALISMALAR , Ali Adnan HAYALOGLU

Fenelon ve ark. (1999) ¢esitli Lactococcus lactis suslan ile {irettikleri
Cheddar peynirlerinin elektroforetogramlarinda birtakim farkhiliklar goriildiigi,
ancak bunun starterden kaynaklanmadigim agiklamiglardir. Farkli starter bakteri
kullaniminin, peynirin sekonder proteolizi olarak adlandirilan peptid profilleri ve
amino asit miktarlar tizerinde etkili oldugu belirtilmistir.

Drab ve ark. (1999) farkli mezofil kiiltiiriin Gouda~tipi peynirlerinin proteoliz
diizeyi, Ozellikle amino asit kompozisyonu tizerinde 6nemli derecede etkisinin
oldugunu en c¢ok Glu, Leu, Lys amino asitleri bulundugu halde, starter bakteri
farkliligs en fazla Lys miktan {izerinde etkili oldugunu ve farkh starterlerle iiretilen
peynirlerin HPLC ile belirlenebilen peptid profillerinin de farkli oldugunu
saptamuiglardir.

Shakeel-Ur-Rehman ve ark. (1999), farkli Lactococcus cinsi bakteri suglari
(Lc. lactis subsp. lactis UC317, Lc. lactis subsp. cremoris 223, 227, 250, 255, 267,
303, AMI1, SK11, Wg2 ve HP) kullanarak yaptiklan Cheddar peynirlerinin
elektroforetik 6zelliklerinin birbirine yakin oldugunu, ancak suda ¢oziinen azot
degerlerinde bazi farkliliklar oldufunu agiklamislardir. Wg2 susu ile yapilan
peynirlerin urea-PAGE, RP-HPLC (pH 4.6’da ¢0ziinen, etanolde ¢6ziinen ve
" ¢oziinmeyen farksiyonlar) profilleri ile serbest amino asit miktarlarimin diger
bakterilerle iiretilen peynirlerden farkli oldugu bulunmustur.

Olarte ve ark. (2000) ticari starterlerle (Lc. lactis suslar) yapilan Cameros
peynirlerinin kontrol 6regine gore dnemli derecede farkhlik g&stermedigini ancak,
pH ve serbest ya§ asitleri degerleri ile protein olmayan azot degerlerinin farkhi
bulundugunu bildirmislerdir. Starter ilave edilen peynirlerde pH’min daha hizh bir
disiy gOsterdifini belirlemislerdir. Olgunlagmanin baslangicinda  Lactococcus
bakterilerinin daha yogun durumda oldugunu ancak, olgunlagmanin 15. giiniinden
sonra sayilarinin azalmaya bagladigini bildirmislerdir. Bonczar ve airk. (2001) yan-—
sert koyun peynirinin Uretiminde temofilik ve mezofilik starfer kullanimimn,
peynirin ¢6ziinilir azot bilesenleri tizerinde etkili oldugunu bildirmistir. Mezofilik
starterlerle tiretilen peynirlerin protein olmayan azot, amonyak azotu ve amino azotu
oranlar1 daha yiiksek bulunurken, termofilik kiiltiirlerle yapilan peynirlerin suda
¢6ziinen azot degerleri daha yiiksek bulunmustur.
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Menendez ve ark. (2000), Lactococcus ve Lactobacillus suslar ile {irettikleri
Arzua-Ulloa peynirlerinde B-kazeinde meydana gelen pargalanmanin Lactococcus
suglar ile yapilan peynirlerde daha ¢ok goriildiigiinti, buna karsin suda ¢6ziiniir azot
oranmin Lactobacillus suslant ile yapilan peynirlerde daha yiiksek oldugunu
saptamuglardir. Ugucu yag asidi miktarlarnin ise Lactobacillus suslar ile yapilan
peynirlerde daha yiiksek oldugunu bi'ldirmislerdir. Diger taraftan, B-kazeinin
pargalanmasi ve acilik arasinda pozitif bir iligki saptayan aragtiricilar, ag—kazeininin
pargalanmas: ile peynir sertlifi arasinda da negatif bir iligki bulundugunu
belirtmislerdir.

Mendia ve ark. (2000) ¢ig siitten ve starter ilave edilmis ¢ig ve pastérize
sitten tirettikleri peynirlerde, en yiiksek diizeyde ¢6ziiniir azot oranlarinin pastérize
edilmis ve starter ilave edilmis siitten iiretilen peynirlerde saptamislardir. Serbest
amino asit miktarlar1 dikkate alindifinda, ¢ig siite starter katilarak yapilan
peynirlerde bu deger daha yiiksek diizeyde bulunmustur. Aragtiricilar peynirde en
¢ok bulunan amino asitlerin Glu, Leu, Phe ve Lys oldugunu, 6rneklerin elektroforetik
analizlerinde en fazla pastérize edilmis ve starter katilmig Srneklerde pargalanma
oldugunu ve og—kazeinin B—kazeine gére daha fazla miktarda pargalandigin
belirlemislerdir.

Chopard ve ark. (2001) Isvigre peynirlerinde Lactobacillus suslarinin peynir
- proteolizine 6nemli derecede katki sagladigini, HPLC peptid analizinde farkl: peptid
prdﬁlleri ortaya ¢iktifini acgiklamuglardir. Ayrica aragtiricilar, peptidlerin HPLC
krbmatogramlan ile pH 4.6°da ve %12 TCA’da ¢bziinen azot miktarlar1 arasinda
onemli bir korelasyon bulamamislardir.

Kandarikis ve ark. (2001) farkli termofilik ve mezofilik kiiltiir karisimlari
kullanarak {irettikleri Feta peynirlerinde, termofilik kiiltiirlerle iiretilen peynirlerin
pH, toplam kuru madde ve suda ¢6ziinen azot oranlar1 agisindan farkh oldugunu, bu
farkliifin peynirlerin ve suda ¢oziinen ekstraktlarinin elektroforezinde ve HPLC
analizlerinde de ortaya ¢iktifim belirtmislerdir. Starter karigimimin aym zamanda
serbest yag asitleri miktarin1 da etkiledigi bildirilmistir. Pappa ve Anifantakis
(2001b) farkli starter kiiltlirlerinin Feta peynirinde suda, % 12 TCA’da ve % S
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PTA’da c¢oziinen azot degerleri iizerinden Onemli etkiye sahip olduklarini
saptamislardir.

Candioti ve ark. (2002), 3 farkli Lb. helveticus kiiltlirleri ve “dogal peynir
suyu starteri” ad1 ile geleneksel olarak kullamlan ve Lactococcus ve Lactobacillus
cinsi bakterilerden olusan kiiltiir kullanmislardir. Arastiricilar, peynirin kimyasal
bilesimi ve suda ¢6ziinen azot fraksiyonlarinda 6nemli bir farklilik bulunamadigini,
ancak % 12 TCA’da ve % 5 PTA’da ¢oziinen azot oranlarinda birtakim farkliliklar
bulundugunu ifade etmislerdir. Peynirler arasinda, jel elektroforetik ozellikleri ve
serbest yag asitleri degerleri bakimindan énemli bir farklilik bulunamazken, duyusal
ozelliklerinin birbirinden farkli oldugu saptanmistir. Arastiricilar, starter bakterilerin
peynirin iiretiminde ve primer proteolizinde direkt etkide bulunmadigini, daha ¢ok
peynirin sekonder proteolizi tizerinde direkt etkiye sahip oldugunu vurgulamiglardir.

Moatsou ve ark. (2002), 3 farkl: isletmeden elde ettikleri ve 120 giin stire ile
olgunlagtirdiklar1 Feta peynirlerinin proteoliz diizeylerinde farklilik saptamuslardir.
Bu farklilifa peynirin iiretildigi isletmenin benimsedigi {iretim teknolojisinin ve bu
arada kullanilan starterin etkisinin bulundugunu belirtmislerdir. Peynirlerin
elektroforetik (urea—-PAGE) ve kromatografik (RP-HPLC) analizleri farkli
isletmelerde uygulanan yontemlerin peynirde diisiik molekil agirlikli peptidlerin
olusumuna farkli diizeylerde katkida bulundugunu gostermistir.

Poveda ve ark. (2003a) 3 farkli starter bakteri kullanarak iirettikleri
Manchego tipi peynirlerin bilesimlerinin birbirlerinden farkli olmadigini, buna karsin
istatistiksel olarak onemli olmasa da pH degerleri arasinda bir kisim farkliliklar
bulundufunu saptamiglardir. Aym sekilde peynirin jel elektroforetik 6zellikleri ile,
suda ve % S PTA’da ¢oziinen azot oranlarinin da farkli oldugu goézlemlenmistir.
Peynirlerin RP-HPLC peptid profillerinin ve duyusal o&zelliklerinin birtakim
farklihklar gdsterdifini saptayan aragtiricilar, Manchego tipi peynir {iretiminde
kanisik kiiltiir kullanmak yerine suglan belirli kiiltiir kullanimiyla daha iyi sonuglar
alinabilecegini 6nermislerdir.

Michaelidou ve ark. (2003) Feta peyniri tiretiminde Lc. lactis ve Lc. cremoris
iceren kiiltiirlerle tam yagli ve diistik yagh peynirlerde kiiltiir oraminin artmasinin,

serbest amino asit miktarinda da artisa neden oldugunu belirtmiglerdir. Diisiik yagli
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peynirlerde starter kullaniminin peynirin bilesimi, suda ve ¢esitli ¢oziiciilerde
¢oziinen azot miktarlari, elektroforetik ve kromatografik 6zellikleri tizerinde 6nemli
diizeyde etkide bulunmadigini, buna kargin % 5 PTA’da ¢6ziinen azot oranlar ve

amino asit miktarlari tizerine 6nemli diizeyde etkili oldugunu bildirmiglerdir.

2.3. Urea—PAGE ve RP-HPLC Analiz Sonuglarmm Cok Degiskenli
Istatistiksel Analiz (Multivariate Statistical Analysis) Yéntemleri

" Ile Degerlendirilmesi Uzerine Yapilan Calismalar

Gida alaninda yapilan arastirmalarda elde edilen verilerin analizleri,
genellikle drneklerin gruplandirilmas: ile yapilmaktadir. Kromatografik ¢aligmalarda
¢ok sayida veri elde edilmekte, ancak onemli olan bunlarin etkili bir gekilde
degerlendirilmesi ve  yorumlanmasidir (Verdini ve  Rubiolo, 2002).
Kromatogramlarin karsilastinlmasinda gogunlukla gorsel incelemelere (visual study)
basvurulmasina karsilik, son g¢alismalarda daha objektif yaklasimlara gereksinim
duyulmustur. Olgun peynirlerin ¢ok farkli diizeylerde peptid icermeleri ve
olgunlagma  siiresi  ilerledikge bu peptidlerin  konsantrasyonlarmin  ve
kompozisyonlarimin ~ de@iserek  daha  komplike = olmalari,  sonuglarnn
degerlendirilmesinde yeni ve daha c¢ok objektif metodlarin aranmasma neden
olmustur. Bir bagka deyisle, proteolitik proﬁilerin yorumlanmasinda gorsel
incelemelerin yaninda daha objektif degerlendirmelerin kullanimi zorunlu olmustur.
Peynirin olgunlagmas: sirasinda proteolizin karmagikligini ¢6zme ya da daha iyi
anlamada farkli bir yaklasim olarak ¢ok degiskenli istatistiksel teknikler bir metod
olarak oOnerilmistir. Son yillarda, peynirde proteolizi belirlemeye yonelik olarak
siklikla bagvurulan elektroforetik ve kromatografik yéntemlerle elde edilen
sonuglarin degerlendirilmesinde ¢ok degiskenli istatistiksel analiz yontemlerine
bagvurulmaktadir (Pripp ve ark, 1999; Pripp ve ark, 2000b). Cok degiskenli
istatistiksel yontemlerin, peynirin olgunluk durumunu tahmin etmede de yararh
bilgiler sundugu belirtilmektedir (Ruiz ve ark, 1998).

Peynirlerin urea—-PAGE ve RP-HPLC analizlerinden elde edilen sonuglarin

degerlendirilmesi i¢in, aragtiricilar  verilerin  azaltilmasi1 ve degiskenlerin
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gruplandirilmas: yoluna gitmislerdir. Bu amagla temel bilesen (Principal Component
Anlaysis, PCA) ve kiimeleme (Hierarchical Cluster Analysis, HCA) analizleriden
yararlanilmugtir. Lopez—Fandino ve ark. (1994), azot fraksiyonlar1 ve elektroforez
analizleri sonuglarindan yararlanarak Beaufort, Apenzeller, Comte, Fontina, Mahon
ve Parmigiano peynirlerini HCA analizi ile peynirleri cesitlerine gruplandirmay:
basarmuglardir. Dewettinck ve ark. (1997), Pripp ve ark. (2000a, 2000c), peynirlerde
olgunlasma boyunca saptadiklann urea-PAGE elektroforetik sonuglarna g¢ok
degiskenli istatistiksel yontemleri uygulamislar ve yontemin olduk¢a basit ve
kullanigh oldugunu agiklamislardir.

Frau ve ark. (1997), geleneksel olarak ve endiistriyel olarak tiretilen farkli
olgunluktaki Mahon peynirlerinin kimyasal analizlerini yapmislardir. Arastiricilar
kimyasal analiz sonuglarim PCA analizine tabi tutarak 6rnekleri gruplandirmiglardur.
Principal Component (PC) 1’e gére Srneklerin olgunluklarina gére gruplandiriimasi,
PC 2’ye gore peynirlerin (endiistriyel veya geleneksel iiretim) gruplandirilmas:
miimkiin olmustur. Arastiricilar, PCA teknigini kullanarak peynirlerin, {iretim
metodunun ve olgunlasma siiresinin birer fonksiyonu olarak smiflandirildigini
gOstermiglerdir.

PCA ve HCA tekniklerinin uygulandigi diger analizler ise kromatografik
sonuglardir. Kromatografik sonuglara PCA ve HCA tekniklerinin uygulanmas: ile
deneme peynirlerinde degiskenlerin gruplandiriimasi (Pripp ve ark, 1999; Pripp ve
ark, 2000a, 2000b; Poveda ve ark, 2003a; Benfeldt ve Sorensen, 2001; Sorensen ve
Benfeldt, 2001; Biitikofer ve ark, 1998) ve peynirlerin olgunluk durumlarina gore
siniflandirilmasi miimkiin olmustur (O’Shea ve ark, 1996; Verdini ve Rubiolo, 2002;
Verdini ve ark, 2002; Poveda ve ark, 2003b; Bara~Herczegh ve ark, 2002). Yukarida
verilen ¢aligmalarda da, PC 1’e gore peynirler olgunluklarina, PC 2’ye gére liretim
metodu, uygulanan farkli islem parametrelerine (starter, enzim, tuz, 1s1l islem, basing

vb) bagumli olarak gruplandiriimiglardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Siit

Denemelerde, Beyaz peynir tiretiminde C.U. Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Ciftligi Hayvancilik Subesi’nden saglanan sabah sagimi ¢ig inek siitleri
kullanilmigtir. Baslangicta ¢ig siit 6rneginde 6n kontroller yapilmis ve bazi fiziksel
ve kimyasal analizler igin 6rnekler aynlmistir. Daha sonra peynir siitii, C.U. Ziraat

Fakiiltesi Gida Mithendisligi B‘filﬁmiine getirilerek Beyaz peynire islenmistir.
3.1.2. Starter Bakteriler

Lactococcus lactis subsp. lactis UC317, Department of Food and Nutritional
Science, University College, Cork, Ireland’da bulunan kiiltiir koleksiyonundan, Lc.
lactis subsp. lactis NCDO763 Frontera Research Centre, Palmerston North, New
Zealand’daki arastirma merkezinden, Lc. lactis subsp. cremoris SK11 ve HP suslan
Groningen Biomolecular Science and Biotechnology Institute, Department of
Genetics, University of Groningen, Haren The Netherlands’da bulunan kiiltiir
koleksiyonundan saglanmstir. Bakteriler M17 broth (Merck, Darmstadt, Germany)
icerisinde ¢ogaltildiktan (30 °C’de 24 saat) sonra en az 2 defa aktive edilmislerdir.
Kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan bakteriler iiretimden bir giin dnce 90 °C’de 30 dk
tutulmus rekonstitiie stitte (% 10, w/v) gelistirilmistir (Fenelon ve ark, 2000).
Bakteriler Sekil 3.1°de gosterildigi gibi, B ve C siitlerine iki farkli kombinasyonda %

1 oraninda ilave edilmislerdir.

3.1.3. Pihtilastiric: Enzim
Pihtilagtiict enzim olarak Chr. Hansen’s firmasindan saglanan sirden

mayast kullamlmis ve kuvveti kesin olarak saptandiktan sonra peynir siitiine

pihtilasmay1 90 dakikada tamamlayacak miktarda katilmigtir. Pihtilagtirict enzimin
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miktar1 Gong (1984) tarafindan bildirilen asagidaki formtil yardimi ile saptanmistir.

Enzim 1/10 oramnda saf su ile sulandirildiktan sonra peynir siitiine ilave edilmistir.

Enzim miktan = (A x B) / (C x 60)
A: 1 litre siitlin pithtilagma stiresi (sn)
B: siit miktar (kg)

C: kazan siitiiniin pthtilagma siiresi (dk) ifade etmektedir.

3.1.4. Kalsiyum Kloriir (CaCl,)

CaCl, (Merck, Darmstadt, Germany), saf suda ¢oziindiiriildiikten sonra 20 g
CaCl, /100 kg siit hesabu ile peynir siitiine ilave edilmistir.

3.1.5. Tuz (NaCl)

Peynirlerin tuzlanmasinda, piyasada bulunan normal kaya tuzundan
yararlamlmustir. Bu amagla hazirlanan % 14’liik salamura, 90 °C’de 20 dakika siire

ile 1s1l igleme tabi tutulmustur.
3.1.6. Ambalaj Materyali

Peynirlerin ambalajlanmasinda pratik agilabilir kapakli 1°lik teneke kutular
kullanilmugtir. Kutular, Akpinar Ambalaj A.S. (Konya)’den saglanmigtir,

3.2. YONTEM
3.2.1. Peynir Uretimi

Peynir iiretimi, C.U. Ziraat Fakiiltesi Gida Mithendisligi Bélimi St
Teknolojisi Aragtirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Peynir {iretim semas:

Sekil 3.1°de verilmistir.
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Cig Sut
7

Suttin kontroll ve 6rnek alma

€«

Pastérizasyon (68 °C’de 10 dk.)

€«

Sogutma (3211 °C)

&«

Starter Kultiir llavesi (%1)

4

v v

Le. lactis subsp. lactis Le. lactis subsp. lactis
Starter kuitar yok NCDO763 Uc317
(A) + +
Lc. lactis subsp. cremoris Le. lactis subsp. cremoris
SK11 HP

(B) (C)

CaCl, ilavesi (20 g /100 L stt) ve 30 dakika 6n olgunlastirma

v
Enzim ilavesi (pihtilagsma 32 + 1 °C’de 90 dk tamamlanacak sekilde)
Vv
Pihti kesimi (pihti 2-3 cm® biyiikiiiklerde)
Vv
Cendere bezinde serbest stizme (30 dakika)
2
Baski (kademeli olarak ~ 3 saat, 0.01-0.03 kg/cm? )
Vv
Kaliplama (8x8x8cm )
v
Tuzlama ve Ambalajlama
7

Olgunlagtirma
(7 +1 °C'de 90 gun)

Sekil 3.1. Beyaz peynirin liretim akis semasi
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Baslangicta, ¢ig inek siitli gerekli 6n kontroller (pH, asitlik) yapildiktan sonra
cift ceketli agik kazanda 68 °C’de 10 dakika siire ile pastrize edilmistir.
Pastorizasyon sonrasi, 32+1 °C’ye sogutulan siitler, 3 esit kisma ayrilmis ve birinci
kisim siite starter ilave edilmemis ve kontrol olarak (A) ayrilmustir. Ikinci kisim B ve
C kodlu stit orneklerine ise; dondurulmus stok kiltiirler, kiiltiirlerin saglandif
kuruluglarin (Bak. 3.1.2.) onerilerine gore, % 10’luk rekonstitiie siitte [90 °C’de 30
dk siire ile 1s1l islem uygulanmis (Fenelon ve ark, 2000)] 30 °C’de 16 saat siire ile
¢ogaltildiktan sonra, % 1 oraminda ilave edilmistir. Ardindan 20 g/100 L siit hesabi
ile CaCl, katilmig ve bu sicaklikta en az 30 dakika (pH 6.3’e kadar) 6n olgunlagtirma
yapilmustir. Daha sonra peynir siitline, 90 dakikada stitii pihtilastiracak sekilde peynir
mayas! ilave edilmistir. Bu siirenin sonunda, kesim olgunluguna gelen piht 2-3 cm?
boyutlarda kesilmistir. Bir miktar peynir suyu uzaklagtirilip yaklasik 30 dakika
cendere bezi igerisinde siiziildilkten sonra cendere bezlerinin karsilikli uglari
baglanmis ve kademeli olarak 3 saat slireyle bask: islemi uygulanmigtir (0.01-0.03
keg/cm?). Baski islemi tamamlandiktan sonra, kaliplama islemine gecilmis ve 8.0 cm
boyutlarinda kiibik bigimde kesilmistir. Elde edilen kaliplar, % 14’lik (NaCl)
salamurda 12 saat bekletildikten sonra, teneke ambalajlara yerlestirilmistir. Peynir
kaliplarimin {izerlerini kaplayacak sekilde % 14’likk salamura ile doldurulmus ve
tenekeler kapatilmistir. Peynirler, 90 giin siire ile 7x1 °C’de olgunlastinlmistir.
Olgunlagtirmanin 1., 15., 30., 60. ve 90. giinlerinde peynirler 3.2.3.’te belirtilen

analizleri yapilmistir.

3.22. (Cig Siit ve Peyniralti Suyunda Yapilan Analizler ve Peynir

Randimani
3.2.2.1. Titrasyon Asitligi

Alkali titrasyon yontemine gore yapilmustir. Sonuglar % laktik asit

cinsinden ifade edilmistir (Anon., 1994).
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3.2.2.2. pH Degeri

pH degerleri Inolab WTW (Weilheim, Germany) dijital pH metre ile

saptanmuigtir.
3.2.2.3. Kurumadde Oram

Belirli miktarlardaki 6rneklerin 100 +2 °C’de sabit tartima gelinceye kadar
kurutulmas: ile gravimetrik olarak belirlenmistir. Sonuglar % (w/w) olarak ifade
edilmistir (Anon., 1994).

3.2.2.4. Yag ve Yagsiz Kurumadde Oranlar:

Yag oranlar1 0-8 taksimatli 6zel siit biitirometresi ile Gerber yontemine gére
% olarak belirlenmistir. (Yoney, 1973; Anon., 1994). Yagsiz kurumadde ise, %

(w/w) kurumadde oranindan % yag oraninin ¢ikarilmasi ile hesaplanmustir.

3.2.2.5. Protein Oram

Protein oranlari, yas yakmaya tabi tutulan drneklerin mikro Kjeldahl yontemi
ile azot miktarlarinin saptanmasi yardimi ile bulunmustur. Protein oranlari, bulunan

azot miktarinin 6.38 faktorii ile ¢arpilmasi ile hesaplanmistir (IDF, 1993).
3.2.2.6. Peynir Randimanm

Siitiin, peynirin ve peyniralti suyunun bilesimleri dikkate alinarak Yetismeyen
(1995) tarafindan bildirilen ydnteme gore hesaplanmustir. Sonuglar, 100 kg siitten
elde edilen kg peynir olarak randiman ve elde edilen peynirlerin kurumadde
oranlarinin % 40 oldugu durumundaki randiman olmak {izere iki tiirlii ifade

edilmigtir.
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3.2.3. Peynir Analizleri

Orneklerin  fiziksel, kimyasal, biyokimyasal ve duyusal analizleri
depolamanin 1., 15., 30., 60. ve 90. giinlerinde agagida belirtilen y&ntemlere gore
yapilmugtir. Her bir analiz, en az iki parale] olarak galisilmigtir.

3.2.3.1. Titrasyon Asitligi

Alkali titrasyon y6ntemi yapilmig ve sonu¢ % laktik asit cinsinden ifade

edilmigtir (Anon., 1995).

3.2.3.2. pH Degeri

10 g rendelenmis peynir ile 10 ml saf su kanigtirlarak Ultra Turrax blenderde
(Janke & Kunkel KG, IKA, WERK) homojenize edilmigtir. Hazirlanan homejen
karigimin pH’s1, Inolab WTW (Weilheim, Germany) pH ile &l¢lilmiistiir (Hannon ve
~ ark, 2003).

.3.2.3.3. Kurumadde Orani

Peynirlerin kurumadde oranlari, belirli miktarlardaki drneklerin 100 +2 °C’de
sabit tartima gelinceye kadar kurutulmasi ile gravimetrik olarak (%, w/w)
belirlenmigtir IDF, 1982).

3.2.3.4. Yag ve Kurumaddede Yag Oranlar:
Orneklerin yag oranlari, 0-40 taksimatli &zel peynir biitirometreleri ile Van

Gulik butirometresi ile Gerber yontemine goére yapilmugtir (Kotterer ve Miinch,

1978). Kurumaddede yag;
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% (w/w) kurumaddede yag = % yag x 100 / % kurumadde

esitliginden yararlanilarak hesaplanmistir.
3.2.3.5. Protein ve Kurumaddede Protein Oranlan

Protein oranlari, yas yakmaya tabi tutulan drneklerin mikro Kjeldahl yéntemi
ile azot miktarlarinin saptanmasi yardimi ile bulunmustur. Protein oranlari, bulunan
azot miktariin 6.38 faktori ile carpilmasi ile hesaplanmugtir (IDF, 1993).

Kurumaddede protein oranlari ise;
% kurumaddede protein = % protein x 100 / % kurumadde

esitliginden yararlanilarak hesaplanmustir.
-3.2.3.6. Tuz ve Kurumaddede Tuz Oranlar:

Tuz oranlar1 Mohr titrasyon y6ntemine gore, hazirlanan 6rnegin ayarli 0.1 N
AgNOQ; ile titrasyonu sonucu belirlenmistir (Bradley ve ark, 1993). Sonuglar %

(w/w) olarak ifade edilmistir. Kurumaddede tuz oran: ise;

% kurumaddede tuz = % tuz x 100 / % kurumadde

esitlifinden yararlanilarak hesaplanmigtir.
3.2.3.7. Penetrometre Degeri ve Sertlik indeksi

Peynir Orneklerinin penetrometre degerleri, 94.5 g agulhigindaki konik
baghigin peynir kitlesine 5 saniye siirede batma derinligi &lgiilerek bulunmustur
(Gliven ve Konar, 1996 ). Bu amagla SUR BERLIN PNR 6 marka penetrometreden
yararlamlmigtir. Sertlik indeksleri ise, kullanilan konik bashgin agirigimin (94.5 g)

penetrometre degerine bdliinmesi ile belirlenmistir (Oztiirk, 1993).
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3.2.3.8. Toplam Serbest Yag Asitleri

Peynirlerden yag ekstraksiyonu Nunez ve ark. (1986) ve Balci (1994)
tarafindan belirtilen y6ntemlere gore bazi kiiglik modifikasyonlarla yapilmig ve
sonuglar 100 g peynir yagindaki g oleik asit (%) cinsinden ifade edilmistir. Bu
amagla; kiigiik parcalar halinde rendelenmis peynir 6rneginden 10 g tartilmisg ve
{izerine 6 g susuz Na;SO4 (Merck, Darmstadt, Germany) ilave edilmigtir. Bir havan
icerisinde iyice ezilmis ve peynir ile Na;SO4’ilin iyice karigmasi saglanmistir. Daha
sbnra kangim, silifli-kapakli erlene alinmig ve 60 ml dietileter (Merck, Darmstadt,
Germany) ilave edilerek 1 saat bekletilmistir. Bu siire igerisinde karigim her 15
dakikada gectikten sonra 1 dk stire ile kanstinnilmistir. Sivi kisim filtreden (Schieicher
& Schuell 589/2, beyaz bant) gegirilmis ve kat1 kisimdaki muhtemel yag kalintilari,
her defasinda 20 ml dietileter ilave edilerek 3 kez ¢6ziindiiriilmis ve silifli-kapakli
erlende toplanmigtir. Erlende toplanan dietileter~yag karigimindan, dietileter 50
°C’de bir rotary evaporator (Buchi Rotavapor-RE, CH-9230 Flawil, Swiss) yardimi
_ile vakum altinda uzaklagtinlmigtir. Ya§ icerisindeki dietil-eter tamamen
ucurulduktan sonra, balon igerisindeki yag bir erlene tartilmis ve 10 ml
dietileter:etilalkol karigimi (1:1) ilave edilerek 0.05 N etilalkolde hazirlanmig KOH
ile % 1’lik feneolftalein ile titre edilmistir. Sahit deneme yapildiktan sonra, asagidaki
formiil yardimu ile serbest yag asitleri hesaplanmig ve sonuglar % oleik asit cinsinden

ifade edilmistir.

[ml KOH (V1—V() x 282 x F x 0.5]

% Oleik asit (g/100 g yag) =
Ornek (g) x 100

\'2 : Ornek igin harcanan KOH, ml

Vo : Sahit denemede harcanan KOH, ml
282  : Oleik asitin molekiil agirlig1, g/mol
F : 0.05 N KOH ¢ozeltisinin faktorii
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3.2.3.9. Suda Coziinen Azot Orani ve Olgunlagsma Derecesi

Kuchroo ve Fox (1982)’de belirtilen ydnteme gore suda ¢oziinen azotlu
maddelerin ayrilmasi saglanmustir. Bu amagla, 20 g peynir 6rmegi 40 ml su ile
kanistinlip Ultra Turrax blender (Janke & Kunkel KG, IKA, WERK) kullanilarak 2
dakika homojenize edilmistir. Karigim 40 °C’deki su banyosunda 1 saat tutulmus ve
ardindan 3000 x g’de ve +4 °C’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi, iist
kisimdaki yag tabakasi bir spatiil ile uzaklastirildiktan sonra, sivi kisim Schleicher &
Schuell 589/2 beyaz bant filtre kagidindan siiziilmiistiir. Filtrattan 10 ml alinarak,
standart mikro-Kjeldahl metodu ile (IDF, 1993) suda ¢oziinen azot oram
saptanmugtir. Kalan filtrat diger analizler igin kullanilmak fizere ayrilmigtir. Sonuglar
agagidaki esitlife goére bulunmustur.

[1.4x (Vi~Vg) x Nx F]

% Suda ¢6zilinen azot (w/w) =

m
Vi : Ornek i¢in harcanan HCI, ml
Vo : Kor denemede harcanan HCI, ml

: HCI’nin standart volumetrik ¢&zeltisinin normalitesi
F : HCI ¢6zeltisinin faktort -

m : Ornek miktar, g

Suda ¢Oziinen azot oraminin toplam azota orami olarak ifade edilebilen
olgunluk derecesi asagidaki formiil yardimi ile hesaplanmistir (Uraz ve Simsek,
1998).

% Suda C6ziinen Azot

Olgunlagsma Derecesi = x 100
% Toplam Azot
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3.2.3.10. % 12 Trikloroasetik Asitte (TCA) Coziinen Azot Oran

Suda ¢bziinen azot analizinde hazirlanan filtrattan 25 ml alinmig ve esit
hacimde % 24°liik (w/v) TCA ¢ozeltisi kanistirilarak (son TCA konsantrasyonu % 12
olacak sekilde) oda sicaklifinda 2 saat tutulmustur. Daha sonra, karisim Schleicher &
Schuell 589/2 beyaz bant filtre kagidindan siiziilmiis ve filtrattan 25 ml alinarak,
standart mikro—Kjeldahl metodu ile (IDF, 1993) TCA’da ¢6ziiniir kismin azot igerigi
saptanmistir (Polychroniadou ve ark, 1999). Sonuglar asagidaki esitlige gore

bulunmugtur.

[1.4x (Vi-Vp) x Nx F]

% 12 TCA’da ¢bziinen azot (w/w) =

Vv, : Ornek i¢in harcanan HCI, ml
Vo : K6r denemede harcanan HCI, ml

: HCI’nin standart volumetrik ¢6zeltisinin normalitesi
F  :HCI ¢bzeltisinin faktori

m- :Orek miktan, g

% 12 TCA’da ¢bdziinen azot cinsinden olgunlagma derecesi ise, yukarida elde

edilen degerin toplam azota oranlanmasi ile hesaplanmistir.

% 12 TCA’da ¢6ziinen azot

Olgunlagma Derecesi = x 100
% Toplam azot

3.2.3.11. % S Fosfotungstik Asitte (PTA) Coziinen Azot Oram

Jarrett ve ark. (1982)’de belirtilen ydnteme gore, suda ¢6ziinen azotta

hazirlanan filtrattan 5 ml alinmus ve {izerine 3.5 ml 3.95 M H,SO4 ¢ozeltisi ile 1.5 ml
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% 33.3’lik (w/v) PTA ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Karigim +4 °C’de bir gece
bekletildikten sonra, Schleicher & Schuell 589/2 beyaz bant filtre kagidindan
stiziilmiistiir. Elde edilen siiziintliniin azot igerigi mikro—Kjeldahl metodu ile (IDF,

1993) saptanmustir. Sonuglar asagidaki esitlife gore bulunmustur.

[1.4 % (Vi-Ve)x NxF]

% 5 PTA’da ¢6ziinen azot (w/w) =

m
Vi : Omek icin harcanan HCI, mi
Vo : K6r denemede harcanan HCI, ml
N : HCI’nin standart volumetrik ¢ézeltisinin normalitesi
F : HCI ¢ozeltisinin faktorii

m : Omek miktan, g

% 5 PTA’da ¢éziinen azot cinsinden olgunlagma derecesi ise, yukarida elde

edilen degerin toplam azota oranlanmasi ile hesaplanmstir.

% 5 PTA’da ¢6ziinen azot

Olgunlagma Derecesi = - x 100
% Toplam azot

3.2.3.12. Kazein Azotu Oram

Toplam azot oramindan suda ¢Oziinen azot orammmin g¢ikarilmas: ile

hesaplanmis ve sonuglar % azot iizerinden ifade edilmistir (Argumosa ve ark, 1992).
3.2.3.13. Proteoz—Pepton Azotu Oram

Suda ¢oziinen azot oramindan % 12 TCA’da ¢bziinen azot oraminin
¢ikarilmasi ile hesaplanmis ve sonuglar % azot iizerinden ifade edilmistir (Argumosa

ve ark, 1992).
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3.2.3.14. Toplam Serbest Amino Asit Miktan

Analiz, Doi ve ark. (1981)’de belirtilen metodun, Folkertsma ve Fox (1992)
tarafindan uygulandig: sekliyle yapilmistir. Cd—Ninhidrin ¢6zeltisi (0.8 g ninhydrin,
80 ml etanol ve 10 ml asetik asit karisiminda ¢6ziindiiriilmiis ve elde edilen karigima
1 ml suda ¢éziindiiriilmiis CdCl, ilave edilmistir) ile hazirlanan 6megin absorbansi
507 nm’de Olciilmistiir. Bu amagla, suda ¢oziinen azot analizinde elde edilen
ekstrakttan 10-100 m] (beklenen serbest amino asit miktarina gore) alinmis ve saf su
ile 1 ml’ye tamamlanip iizerine 2 ml Cd—Ninhidrin ¢6zeltisi eklenmigtir. Karisim 84
°C’de 5 dakika tutulduktan sonra sogutulmus ve 507 nm’deki absorbansi uv—
spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1201, Japan) okunmustur.

y=5,293x - 0,1674

Absorbans (607 nm)
S
Q
o

0,500 1 R2 = 0,9803
0,000 > 1 . . : -
0, PO 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50

Leu konsantrasyonu (mg/g)

Sekil 3.2. Farkli konsantrasyonlarda Leu standardina kars: elde edilen absorbans

degerleni

18
il %ﬁ%i’;
- 8. jﬁ&(ﬁ&%‘; g EF
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Orneklerin toplam serbest amino asit igerikleri, Sekil 3.2°deki denklemde
gosterildigi gibi farkli konsantrasyonlarda (x) hazirlanan Leu standardina karsilik
507 nm’de okunan absorbans degerleri (y) grafige gegirilmistir. Buradan elde edilen
standart egriye gbre peynirlerde bulunan toplam serbest amino asit miktarlarn mg

Leuw/g peynir cinsinden hesaplanmustir.
3.2.3.15. Amino Asit Kompozisyonu

Peynirlerin amino asit kompozisyonlari, olgunlasmamn sadece 60. giiniinde
belirlenmigtir. Belirli miktarda pH 4.6’da ¢6ziinen fraksiyonla esit hacimde % 24°liik
TCA (w/v) ile kangtinimig ve karisim oda sicaklifinda 10 dk tutulduktan sonra
14000 x g’de santrifiyj edilmistir (Microcentaur, MSE, UK). Filtrat 1.2 M sodyum
sitrat tamponu (pH 2.2) ile her bir amino asit kalintisindan yaklagik 250 nmol
icerecek sekilde seyreltilmistir. Omekler, 1:2 oraninda norleucine (i¢ standart madde)
ile karigtirilmis ve 1 ml enjeksiyon hacmi i¢in her bir amino asit kalintisindan
yaklagik 125 nmol olacak sekilde konsantrasyon ayarlanmstir.

Ornekler 120 x 4 mm katyon degistirici kolonda Beckman 6300 High
Performance Amino Acid Analyser (Beckman Instruments Ltd., High Wycombe,
UK) ile analiz edilmigtir. Amino asitler, post—column ninhidrin tiirevi iyon degistirici
kromatografi yardimi ile ayrilmiglardir. Tiim amino asitler goriiniir kolorimetrik
yontemle (visible colorimetric detection) 570 nm’de, sadece Prolin amino asiti 400
nm’de belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, Minichrom veri elde edici sistem (VG
Data Systems, Altrincham, Cheshire, UK) kullanilarak kaydedilmis ve sonuglar
mg/100 g peynir olarak ifade edilmistir. Sekil 3.3°te peynirlerin amino asit

kompozisyonunu belirlemede elde edilen 6rnek bir kromatogram gosterilmistir
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3.2.3.16. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler, kazein fraksiyonlar: ile og— ve B—kazeinin hidroliz
durumunu saptamak amaciyla urea-PAGE, peynirlerin peptid profillerini belirlemek
amaciyla da RP-HPLC analizleri yapilmgtir. Peynirlerin olgunlasma siirecinde, pH
4.6’da ¢oziinen ve ¢6ziinmeyen olarak iki fraksiyona ayrilmigtir. Olgunlagsmanin 1.,
15., 30., 60. ve 90. giinlerinde pH 4.6’da ¢dzlinmeyen fraksiyonlarin urea—PAGE
kullanilarak kazein fraksiyonlari, ¢ozlinen fraksiyonlarin ise RP—-HPLC kullanilarak
peptid profilleri belirlenmigtir. Olgunlasmanin 60. ve 90. giinlerinde pH 4.6’da
¢oziinen fraksiyonlar, % 70 etanolde ¢oziinen ve ¢6ziinmeyen olarak iki alt—
fraksiyona ayrilmistir. % 70 etanolde ¢6ziinen ve ¢oziinmeyen fraksiyonlarin RP-
HPLC peptid profilleri ile % 70 etanolde ¢oziinmeyen fraksiyonlarin urea-PAGE
analizleri yapilmistir. Bu amagcla, 6rnekler asagida aciklandigi sekilde analizlere

hazirlanmis ve analizleri yapilmistir.

3.2.3.16.(1) Ekstraksiyon ve Fraksiyonasyon
a) pH 4.6’da Ekstraksiyon

20 g rendelenmis peynir érnegi 40 ml saf su ile Colworth Stomacher 400
(Seward Laboratory, UK) kullanilarak 5 dk siire ile homojenize edilmistir.
Homojenatin pH’s1 1 M HCI kullanilarak pH 4.6’ya getirilmistir ve oda sicakliginda
(~21 °C) 30 dk bekletildikten sonra pH tekrar kontrol edilerek aymi diizeye
getirilmistir. Elde edilen homojenat 40 °C’deki su banyosunda 1 saat tutulmustur. Bu
stire sonunda, pH 4.6’da ¢6ziinen ve ¢6ziinmeyen fraksiyonlar sogutmali (+4 °C) bir
santrifiijde (model RC5C, Sorvall, Wilmington, USA) 3000 x g’de 30 dk stire ile
santrifiij edilmistir. Daha sonra, pH 4.6’da ¢6ziinen kisim Whatmén No. 113 filtre
kagidindan gegirilmis ve peptid ve amino asit analizleri igin 6rnekler ayrlmistir. pH
4.6’da ¢bziinmeyen fraksiyonlar (pellet) urea-PAGE analizi igin dondurularak

kurutulmugtur.
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b) % 70 Etanol ile Alt Fraksiyonlara Ayirma

20 ml pH 4.6’da ¢oziinen fraksiyon ile 46.7 ml susuz etanol karistirilmustir.
Boylece, pH 4.6’da ¢oziinen fraksiyon etanolde ¢bziinen (daha kiigiik molekiil
agirlikhh ve hidrofilik peptidler) ve etanolde ¢oéziinmeyen (daha biiyitk molekiil
agirlikli ve hidrofobik peptidler) alt fraksiyonlara ayrilmasi saglanmigtir. Karigim
oda sicakliginda (~ 21 °C) 30 dk tutulmustur ve daha sonra 3000 x g*de 20 °C’de 30
dk siire ile santrifiij (model RC5C, Sorvall, Wilmington, USA) edilmistir. Elde edilen
filtrat (etanolde ¢oziinen peptidleri igeren fraksiyonlar) Whatman No. 1 filtre kagidi
kullarularak siiziilmiis ve kangimdaki etanol bir rotary evaporatér (Bibby Sterelin
Ltd., Stone, UK) kullanilarak vakum altinda 30 °C’de uzaklastinlmistir. Pellet
(etanolde ¢6ziinmeyen fraksiyonlar igeren fraksiyonlar) suda disperse edildikten

sonra peptid analizi i¢in dondurularak kurutulmugtur.

3.2.3.16.(2) Ure—Poliakrilamid Jel Elektroforez (urea—PAGE) ile Kazein

Fraksiyonlarmin Belirlenmesi

Peynir 6rneklerinin pH 4.6’da ve % 70 etanolde ¢oziinmeyen fraksiyonlarinin
urea—PAGE (% 12.5C,% 4 4 T, pH 8.9) elektroforetik analizleri yapilmigtir. Urea—
PAGE Andrews (1983)’in &nerdigi ve Shalabi ve Fox (1987) tarafindan kism{ olarak
modifiye edildigi sekilde gerceklestirilmistir. Elektroforez PROTEAN II XI dikey
slab—jel iinitesi (Bio-Rad Laboratories Ltd., Watford, UK) kullamilarak yapilmig ve
elde edilen jeller Blakesley ve Boezi (1977)’de belirtildigi gibi Coomassie Brillant
Blue G250 ile direkt olarak boyanmustir. Jelin hazirlamigi ve elektroforezin
uygulanmasi agagida belirtildigi sekilde yapilmustir.

a) Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi
Akrilamid ¢ozeltisi:

Saf suda % 40 (w/v) konsantrasyonunda hazir olarak (Merck, Darmstadt,

Germany) kullanilmustir.
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Stacking jel tamponu:
4.15 g tris (hydroxymethyl) aminomethane, 150 g iire, 2.2 ml konsantre HCl

saf suda ¢dziilmils ve 500 ml’ye tamamlanmustir. C6zeltinin pH’s1 HCI ile
8.9’a ayarlanmistir.

Separating jel tamponu:
32.15 g tris (hydroxymethyl) aminomethane, 192.85 g iire, 2.86 ml konsantre
HCI saf suda ¢6ziilmiis ve 500 ml’ye tamamlanmigtir. Cézeltinin pH’s1 HCI
ile 8.9’a ayarlanmigtir.

Elektrot tamponu: 15 g tris (hydroxymethyl) aminomethane, 73 g glycine saf suda
¢oziilmis ve 5 L’ye tamamlanmistir.

Ornek tamponu:
0.75 g tris (hydroxymethyl) aminomethane, 49 g tire, 0.4 ml konsantre HCI,
0.7 ml 2-mercaptoethanol, 0.15 g bromophenol blue saf suda ¢6ziilmiis ve
100 ml’ye tamamlanmustir.

Amonyum persulfat:
Saf suda % 10 (w/v) konsantrasyonunda hazirlanmis ve 1’er ml eppendorf
tiiplerine konulmustur ve daha sonra kullanilmak {izere —20 °C’nin altinda
dondurulmustur

Boyama ¢ozeltisi:
Coomassie Brillant Blue G250 % 0.2 (w/v) konsantrasyonda hazirlanmis ve
esit hacimde 1 M H,80;, ile kangtinldiktan sonra bir gece bekletilmistir.
Ardindan ¢ézelti Whatman No. 1 filtre kagidindan siiziilmiis ve 9:1 oraninda
10 M KOH ile kanstirilmigtir. Daha sonra g¢bzeltiye % 12 oraninda

trikloroasetik asit ilave edilmisgtir.
b) Jel Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Stacking jel ¢ozeltisi:

5 ml acrylamid ¢ozeltisi, 45 ml stacking jel tamponu, 0.1 g N.NN’,N’—
methylene bisacrylamide karigtirlmis ve Whatman No. 113 filtre kagidindan
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gecirilmigtir. Elde edilen filtrata, 25 pl N,N,N’,N’-tetramethyleethylene
diamine (TEMED) ilave edilmistir.

Separating jel Cozeltisi:
22.5 ml acrylamide ¢dzeltisi, 52.5 ml separating jel tamponu 0.375 g
N,N,N’,N’-methylene bisacrylamide karigtirtlmis ve Whatman No. 113 filtre
kagidindan geg:irilmistir. Elde edilen filtrata, 37.5 ul N,NN’N’-
tetramethyleethylene diamine (TEMED) ilave edilmistir.

¢) Ornegin Hazirlanmasi

Dondurularak kurutulmus érnekten 10 mg alinarak 1 ml 6rnek tamponunda

¢Ozilmiistiir.
d) Elektroforezin Uygulanmas

Elektroforez {initesi, tiretici firmanin (Bio—Rad Laboratories Ltd., Watford,
UK) onerdigi bi¢cimde kurulmustur. Elektroforeze baslamadan hemen 6nce baglangi¢
polimerizasyonunu saglamak icin, separating jel c¢ozeltisine 282 pl amonyum
persiilfat ilave edilmigtir. Stacking jel ¢dzeltisi, her iki jel linitesine dokiilmiis ve jel
seviyesi, jel taraklan yerlestirildiginde taraklarin u¢ kismindan yaklasik 1 cm agagida
olacak sekilde ayarlanmugstir. Jelin iizerine saf su ilave edilmis ve jel tamamiyla
polimerize oluncaya kadar beklenilmistir (~45 dk). Daha sonra iist kisimdaki su
dikkatli bir sekilde dokiilmiistiir. Stacking jel ¢6zeltisine 300 ul amonyum persiilfat
ilave edildikten sonra jel initesine dokililmiiy ve taraklar uygun pozisyonda
yerlestirilmigtir. Cozelti polimerize olmas1 igin yeterli siire beklenilmigtir
(polimerizasyon goriillinceye kadar, yaklagik 45-60 dk). Polimerizasyondan sonra,
taraklar ¢ikarilmis ve jeller iginde yeterli miktarda elektrot tamponu bulunan jel
tinitesine yerlestirilmigtir. Elektroforez sistemi soguk su ile sirkiile edilerek
sogutulmustur. Jellere 30 dk stire ile 280 V elektrik akimi uygulandiktan sonra, Na—
kazeinat (standart) ve peynir orneklerinin pH 4.6’da ¢6ziinmeyen ekstraktlar dzel

siringa ile jel kuyucuklarina enjekte edilmistir. Ornekler, 6nce stacking jel tamponu
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boyunca 280 V’de, separating jel tamponu boyunca 300 V’de yiiriitilmiistiir.
Omneklerin jelde yiiriitiilmesi, boya izinin jel {initesinin dip kismina gelinceye kadar

devam etmigtir.
¢) Jelin Boyanmasi

Elde edilen jeller, Blakesley ve Boezi (1977)‘nin Onerilerine gore hazirlanan
jel boyama ¢ozeltisine daldirilmis ve burada bir gece bekletilmigtir. Bu siirede jelde
bulunan proteinlerin yogunluklarina gére boya ile kompleks olusturmalar
saglanmistir. Ardindan, jeller saf suya daldinilarak bant diginda kalan kisimlardaki

boyanin giderilmesi saglanmistir.
f) Dansitometri

Boya giderildikten sonra elde edilen jeller bir Scanner (HP ScanJet software,
ScanJet 6300C, Hewlett Packard, City, USA) kullanilarak taranmistir. Elektroforetik
bantlarin yogunlugu dansitometre (Image Master, TotalLab 1D Gel analysis v1.11
software, Amersham, Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) kullamlarak
belirlenmigtir. Kazein fraksiyonlar1 ve bunlarin ilgili fragmentleri, standart olarak
kullamlan Na—kazeinat ve McSweeney ve ark. (1994)’te belirtildigi sekilde bantlarin
yeﬁ saptanmis ve bu bantlar dansitometrik integrasyonlar kullanilarak kantitatif
olarak belirlenmistir. $ekil 3.4’te bir elektroforetogramin dansitometrik pikleri ve
bantlarin tamimlamalar1 verilmektedir. Dansitometre ile elektroforetik bantla ait

piklerin alanlar1 ve hacimleri okunmustur.
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" Pixet Intansity

Sekil 3.4. Peynirlerin pH 4.6’da ¢oziinmeyen fraksiyonlarinin urea-PAGE
elektroforetogramlarinin dansitometrik profili. Bantlar McSweeney ve ark,
1994’te belirtildigi sekilde belirlenmis ve bantlarin dansitometrik okumalar
ayrica Cizelge 4.27°de gosterilmistir. Bantlar: 1-3: —, 4. y,—kazein (B-
kazein £106-209); 5. y1—kazein (B—kazein £29-209); 6. ys— kazein (B—kazein
f 108-209); 7. B—kazein; 8. B—I- kazein (B—kazein f1-192); 9. (B—kazein f
1-7 ); 10. og—kazein; 11. ag—kazein (f102-199); 12. az—I-kazein (o)—
kazein £24-199); 13-16. a,—kazein parcalanma iiriinleri.

3.2.3.16.(3) Ters-Faz Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (RP-
HPLC) ile Peptid Analizleri

pH 4.6’da ¢6ziinen, % 70’lik etanolde ¢6ziinen ve ¢oziinmeyen fraksiyonlarn
peptid analizleri Varian HPLC sistemi (Varian Associates Inc., Walnut Creek, CA,
USA) kullamlarak RP-HPLC ile belirlenmistir. Sistemi olusturan birimler ve

ozellikleri asagida verilmistir:
¢ Otomatik drnek alic1 (autosampler, model 410)

e 3 pompali ProStar ¢oziicli dafitim sistemi (Prostar solvent delivery system,
model 230)
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e Bir PC sistemine bagh ProStar programlanabilir spektrofotometre (model 310)

e Veri elde etme ve sistemi kontrol etmeye yarayan paket program (Varian Star
Workstatiton 5 software)

e Nucleosil RP-8 (250 x 4 mm, 5 pm patikiil boyutu, 300 A gozenek boyutu)
analitik ve guard kolon (4.6 x 10 mm) (Capital HPLC Ltd., Broxburn, West
Lothian, UK).

a) Kullamlan Cozeltiler;

(A): % 0.1 (v/v) trifloroasetik asit (TFA, sequencing grade; Sigma St Louis, USA)
deiyonize HPLC kalitesindeki suda (Milli-Q system, Waters Corp.,
Molshem, France) hazirlanmistir.

(B): % 0.1 (v/v) TFA acetonitrilde (HPLC grade, Lab—Scan Ltd., Dublin, Ireland)

hazirlanmigtir ve ¢dzeltinin akis hiz1 0.75 ml/dk olacak sekilde ayarlanmigtir.

b) Orneklerin Sistemde Analizi

Dondurularak kurutulmus pH 4.6’da ¢6ziinen, % 70 etanolde ¢cOziinen ve
¢oziinmeyen faksiyonlardan 10 mg tartilmigs ve 1 ml (A) ¢6ziiciisiinde
¢oziindiiriilmiigtiir. Daha sonra, 0.45 pm seliiloz asetat filtreden (Sartorius GmbH,
Géttingen, Germany) gegcirilmis ve bu filtrattan 40 pL 6rnek sisteme enjekte
edilmistir. Ornekler baslangigta 5 dk siire ile % 100 (A) ¢oziiciisit ile gegirilmis ve
daha sonra 55 dk % 0-50 (B) ¢oziiciisii ile gegirildikten sonra 6 dk siire ile % 50 (B)
¢oziiciistinde tutulmustur (Cizelge 3.1). Ardindan 4 dk siire ile % 50-60 (B), ve son
olarak 3 dk % 60 (B) ¢oziiciisiinden gegirilmistir. Kolon 5 dk siire ile % 95 (B)
¢oziiciisii ile yikandiktan sonra, bir sonraki enjeksiyon igin % 100 (A) ile kalibre
edilmigtir. Kromatografi 214 nm’de gergeklestirilmigtir.

50



3. MATERYAL ve YONTEM Ali Adnan HAYALOGLU

Cizelge 3.1. RP-HPLC analizinde (A) ve (B) ¢ozeltilerinin kromatografi siiresi
icerisinde kolondan gegis oranlar:

Siire (dk) A ¢bzeltisi (%) B ¢ozeltisi (%)
0 100 0
5 100 0

60 50 50
66 50 50
70 40 60
73 40 60
75 5 95
77 5 95
78 100 0
101 100 0

3.2.3.17. Duyusal Analizler

TS 591 Beyaz peynir standardinda (Anon., 1995) belirtildigi sekilde, 5 kigilik
uzman panelist tarafindan, olgunlagmanin 1. 15., 30. 60. ve 90. giinlerinde duyusal
degerlendirme yapilmugstir. Panelistlere 3 ayn duyusal dégerlendirme formu (Cizelge
3.2, 3.3, 3.4) sunulmustur. Cizelge 3.2°deki formda, sayisal degerlendirme yapilmus,
Cizelge 3.3’te panelistlerden drnekleri begenilerine gére siralamalari, Cizelge 3.4’te

gosterilen formda ise 6rnekleri kontrol peynirine gore karsilagtirmalar istenmistir.

3.2.4. Istatistiksel Analizler

Arastirma ti¢ farkli uygulama (A, B ve C peynirleri) ve ii¢ tekerriir olarak
ylritiilmiis ve tesadiif parselleri deneme plamna uygun olarak diizenlenmigtir.
Peynirlerin bilesim analizleri, azot fraksiyonlari, sertlik indeksi, toplam serbest
amino asit ve toplam serbest yag asitleri olusumunda starter bakteri farkliliginin ve

depolama siiresinin etkilerini belirlemek amaciyla varyans analizi (ANOVA)
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uygulanmustir. ANOVA, genel dogrusal model (general linear model, GLM) yéntemi
ile SAS version 6.12 paket programi (SAS®, 1995) kullamlarak yapilmistir. ANOVA
sonucunda 6nemli olan veriler Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére en az p<0.05
onem diizeyinde test edilmis ve peynirler gruplandirilmigtir. Peynirlerin bilegim
ozellikleri ile fiziksel ve biyokimyasal 6zellikleri boliinmiis parsellere (split plot
design) gore diizenlenmistir. Ana parsel fakt6rii (main plot factor) starter
uygulamalar1 (A, B ve C), alt parsel faktdrii (sub—plot factor) ise olgunlagsma stiresi
(1., 15., 30., 60. ve 90. giin) olarak degerlendirilmistir. Ayrica ana parsel x alt parsel
(uygulama x olgunlagma siiresi) interaksiyonu da yapilmigtir. Boliinmiis persel
diizeni i¢in yine ANOVA analizi, SAS version 6.12 paket programm (SAS®, 1995)
kullanilmis ve GLM ydnteminden yararlanilmigtir. Uygulamalar arasinda istatistiksel
olarak énemli (P<0.05) fark olup olmadig1 Fisher’in LSD testine gére belirlenmistir.

pH 4.6°da ¢oziinmeyen fraksiyonlarin urea-PAGE analizi sonrasinda elde
edilen dansitometrik degerler ¢cok degiskenli istatistiksel analiz teknigi (multivariate
statistical technique) kullamlarak test edilmistir. Sodyum kazeinat standardina ait
bantlar baz alinarak, 6rneklerin elektroforezi ile elde edilen bantlar McSweeney ve
ark. (1994)’te belirtildigi sekilde tamimlanmigtir. Ilgili bantlarin pik alanlan ve
hacimleri dansitometrede 6l¢lilmiis ve elde edilen degerler temel bilesen analizi
(Principal Component Analysis, PCA) i¢in veri olarak kullanilmistir. pH 4.6’da
¢oziinen ve % 70’lik etanolde ¢dziinen ve ¢dziinmeyen fraksiyonlarin RP-HPLC
kromatogramlarinin istatistiksel degerlendirilmesinde yine ¢ok degiskenli istatistiksel
analiz teknigi kullanilmistir. Kromatogramlardaki piklerin yiikseklikleri 6l¢iilmiis ve
bu degerler istatistiksel analiz i¢in veri olarak kullanilmistir. Pik yiikseklikleri, ilgili
kromatogramlarin ASCII dosyalarma doniistiirtilmesi ile elde edilmistir. PCA
kovaryans matriks ve varimaks rotasyon kullanilarak yapilmistir. Aym zamanda
verilerin kiimeleme analizleri (Hierarchical Cluster Analysis, HCA) de yapilmistir
(Pripp ve ark, 1999; Pripp ve ark, 2000a). Istatistiksel analizler, SPSS version 11.0
paket programi kullanilarak gergeklestirilmistir (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Duyusal analizlerden elde edilen sonuglara SPSS version 10.0 programindaki
Non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi uygulanmistir (Diizgiines ve ark,
1987).
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Cizelge 3.2. Beyaz Peynirlerde Duyusal Degerlendirme Formu I
Tarih: ..../.... /2002

Panelistin Adi:
Ozellik Puan PEYNIRLER

Goriinils (20 tam puan) A B C
- Kendine 6zgli parlak beyaz, homojen ve diizglin prizmatik

gortintimléi bozulmamig kalip 20
- Mat, soluk beyaz renk 15
- Bir 8rnek olmayan renk dagilimi 10
- Esmerimsi renk 10
- Anormal renk 0
- Kesit ylizeyinde birkag delik ve gbzenek 15
- Homojen olmayan gériiniim 10
- Kiiflil goriinitm 10
- Fazla sayida delik ve gbzenek 5
- Yarik ve gatlak olusumu 10
- Dilzgiin olmayan prizmatik géritniim, bozulmug kalip 10
- Parcalanmig kalip 5
Kitle ve Yap: (35 tam puan)
- Dilzglin, pliriizsiiz, lekesiz, homojen kesit, fazla sert ve yumusak

olmayan 35
- Lekeli kesit 25
- Kuru sert yap: 25
- Kaygan yap: 25
- Kumlu yapi 20
- Kesitte yarik ve gatlak olusumu 10
- Dagilabilen yapi 10
- Elastiki yap1 10
- Yumusak ve 1slak yap1 10
- Erimis yap1 5
Koku (10 tam puan)
- Kendine tzgii koku 10
- Mayamsi koku 8
- Eksimsi koku 6
- Kiifumsi koku 4
- Hayvansal koku 2
- Yem veya ot kokusu 2
- Yabanci koku 0
Tat (35 tam puan)
- Kendine 6zgii tat 35
- Maya tad: 25
- Pigmis tat 25
- Eksi tat 20
- Tatlims: tat 20
- Tuzlu tat 20
- Yavan tat 20
- Metalik tat 15
- Kiiffii tat 10
- Amonyak tad: 10
- Aci tat 5
- Ransit tat 5
- Yabanc: tat 5
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Cizelge 3.3. Beyaz Peynirlerde Duyusal Degerlendirme Formu II

SINIFLAMA
TARIH D
PANELISTIN ADI Do enes

Size sunulan 8rnekleri karsilagtirarak, begeninize gore siralama yapiniz.

Siras1 Ornek Kodu
Birinci

Ikinci

Ugiincil

Cizelge 3.4. Beyaz Peynirlerde Duyusal Degerlendirme Formu III

KONTROLA GORE FARK

TARIH e essersnaeens
PANELISTIN ADI eeeeveesessseesessesssesseesen

sekilde kargilastinniz.
Omegin Numarast v veeees s
Kontrolden iyi i s s
Kontrolleaynt i et e
Kontrolden kdtlh i vt e

2. Farklilifin derecesini belirtiniz.
Hig fark yok = st
Azfarkli et e e
Farkh st e
Cokfarkli s et e

3. Dislinceler:

1. Size kiyaslamaniz igin 3 adet peynir 6megi sunulmugtur. Kiyaslamaya esas olmak iizere
kontrol 8rnegi ile birlikte verilmistir. Omekleri; kontrol drnegiyle asagida verildigi
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu béliimde, peynir iiretiminde kullanilan ¢ig siitiin, elde edilen peyniralti
sularinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, iretilen peynirlerin randimanlari, farkl
starterlerle ve startersiz olarak yapilan Beyaz peynirlerin 90 giinliik olgunlagma
siirecinde meydana gelen fiziksel, kimyasal, biyokimyasal ve duyusal 6zellikler ayn
ayr incelenmistir. Starter kullanmiminin, starter farklilifinin ve olgunlagsma siiresinin
peynirlerin ozellikleri {izerine etkileri tartigilmig, bulunan sonuglar istatistiksel
yonden degerlendirilmis ve bu konuda yapilan baska ¢alismalarla da kargilagtirilarak

bulgular yorumlanmustir.
4.1. Cig Siitiin ve Peyniralt: Sularmn Ozellikleri ile Peynir Randimani

Peynir iiretiminde kullanilan ¢ig inek siitiiniin, peyniralti sularimin bazi
dzellikleri ve elde edilen peynirlerin randimanlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cig stitlerin pH degerleri ortalama 6.61 olarak, titrasyon asitligi % 0.17 olarak
belirlenmistir. Uretimde kullanilan siitiin ortalama kurumadde oram1 % 11.83, yagsiz
kurumadde oram % 8.18, yag oram1 % 3.65, protein oram1 % 3.05 olarak bulunmustur.
Bu konuda yayinlanan Tiirk Gida Kodeksi Cig Siit ve Isil Islem Gérmiis igme Siitleri
‘Tebligi’ne gore; ¢ig inek siitlinde titrasyon asitliginin % 0.135-0.2 arasinda, siit yag:
oraninin en az % 3.5, toplam protein oraninin en az % 2.8, yagsiz kurumadde
‘oraninin en az % 8.5 olmasi gerektigi belirtilmektedir (Anon., 2000). Bu degerlerin
karsilastirilmas: yapildiginda, tiretimde kullanilan siitiin yagsiz kurumadde oraninin
diisiik oldugu gorilmiistiir. Bu durumun, peynir iiretiminin siitlerin kurumaddesinin
diisiik oldugu ilkbahar aylarinda yapilmis olmasindan kaynaklandigi diigtintilmiistiir.
Kullanilan siitiin protein/yag oranlar1 0.83 olarak bulunan bu deger, Géllii ve Kogak
(1989), Tekingen (1997) ve Ciiriik ve ark. (2002)’nin énerdigi degerler arasindadir.

Peyniralti sularinin kimyasal 6zellikleri peynir liretiminde uygulanan farkli
iglem parametrelerine, kullanilan siitlin ve elde edilecek peynirin bilesimine gore
degismektedir. A peyniralt: suyunun pH degerinin diger peynir sularindan yiiksek ve
6nemli diizeyde farkli oldugu belirlenmistir (p<0.05). B ve C peyniralt: sularinda pH
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degerleri birbirlerine yakin degerler almistir. Titrasyon asitlikleri incelendiginde, en
yiiksek degeri C peyniralti suyunun aldig1 bunu sirasiyla B ve A peyniralti sularinin
izledigi ve aralarindaki farklilifin istatistiksel yo6nden 6nemli diizeyde oldugu
bulunmustur (p<0.05). Peyniralti sularimin pH ve titrasyon asitligi degerleri
arasindaki farkhllklar; starter bakterilerin asit gelistirme yetenekleri ile ilgilidir.
Dagdemir (2001), Beyaz peynir iiretiminde kullanilan farkl: starterlerin, peyniralt:
sularinin titrasyon asitligi ve pH degerlerinin farkli olmasina neden oldugunu

aciklamustir.

Cizelge 4.1. Beyaz Peynirlerin ﬁgetiminde Kullanilan Cig Siitiin ve Elde Edilen
Peyniralt1 Sularinin Ozellikleri ile Peynir Randimam

Peyniralt1 Sular

Ozellik Cig Sitt x 3 C

pH 6.61£0.05  6.49+0.03*° 5.77+0.42° 5.31+0.35°
Titrasyon Asitligi (% l.a.) 0.1740.01  0.1120.00°  0.16+0.04°> 0.2140.03°
Toplam Kurumadde (%) 11.8330.21  6.69+0.03*  6.65+0.00°  6.68+0.03°
Yag (%) 3.65£0.05  0.59£0.01* 0.47+0.03° 0.48+0.02°
Yagsiz Kurumadde (%) 8.18+0.16 6.10+0.03*  6.19£0.03*  6.20+0.02°
Toplam Protein (%) 3.05£0.04  0.73£0.04* 0.62+0.05°  0.60+0.04°
Protein/Yag Orani 0.83%0.01 - - -

Peynir Randimani (%) - 14.86£1.79* 12.77+1.00° 12.39+1.27°
Peynir Randimani (%40 KM) - 16.08+0.85% 15.66+0.69° 15.60+0.87%

abe, Ayni satirda farkls harflerle gdsterilen degerler birbirinden p<0.05 diizeyinde farklidir,

Peyniralti sularinin kurumadde oranlar1 % 6.65-6.69 arasinda degismistir.
Kurumadde oram, B peyniralt1 suyunda en diisiik deger alirken (% 6.65), en yiiksek
deger A peyniralti suyunda (% 6.69) bulunmugtur. Peyniralt: sularinin kurumadde
oranlan arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemli ¢tkmamugstir (p>0.05). Alpar ve
ark. (1985), pastorize stitlerden farkli starterlerle tiretilen Beyaz peynirlerin peyniralti
sulariin  kimyasal bilesim agisindan 6nemli diizeyde farkli olmadigim

bildirmislerdir.
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B ve C peyniralti sularinin yag oranlan birbirlerine yakin degerler almus,
startersiz yapilan A peynirinin peyniralti suyundaki yag oram daha yiiksek olmusgtur.
A peyniralti suyundaki bu farklilik istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. A peynirinin iiretiminde starter kullanilmamasi, pH degerinin yiiksek
olmasina neden olmus, bu durum telemenin siiziilmesi sirasinda peyniralti suyu ile
birlikte yag kaybim da artrmustir. B ve C peyniralt1 sularmin protein oranlan da
birbirlerine ok yakin degerler almis, A drneginde bu oran biraz daha yiiksek ¢ikmig
ve bu farklilik istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). Buradan, peyniralt:
suyu ile olan protein kaybimi piht1 asitlifinin etkiledigi gercegi ortaya gitkmaktadir.
Peynir pihtisinda asitligin artmasi ile sinerezin hizlandig (Walstra ve ark, 1987) ve
peynir suyu ile protein ve yag kaybinin azaldig: belirtilmektedir (Yiizbasi, 1996).
Ancak, yiiksek oranda sinerezin pH 4.9°da oldugu, daha yiiksek ve diisiik pH’larda
sinerezin azaldig: belirtilmektedir (Glirsel ve ark, 1994).

Deneme peynirlerinde randiman, endiistriyel olarak iiretilenlere gére daha
diisiik gergeklesmistir. A, B ve C peynirlerinde 100 kg siitten elde edilen kg peynir
hesab1 ile sirasiyla, % 14.86, % 12.77 ve % 12.39 olarak bulunmugtur. Starter
kullanilmayan A peynirinde randimanin daha yiiksek oldugu gériilmektedir. Bu
durum, A peynirinde % nem oranimin yiiksek olmasindan kaynaklanmustir. Beyaz
peynirlerde kurumadde oraninin % 40 olmasi gerektigi esas alinarak randiman hesabi
yapildiginda, peynirler arasindaki farkliliklarin azaldigy gériilmiistiir (Cizelge 4.1). B
ve C peynirlerinde kurumadde oranimin yiiksek olmas, starter bakterilerin laktik asit
lireterek pH’y1 diisiirmesinden kaynaklanmistir. pH’nmin diismesi sonucu olusan H'
iyonlar, kazeinin negatif yliklii gruplan ile notralize olacagindan kazeinin su tutma
kapasitesi azalmakta ve boylece pihtimin daha kolay su salmasi saglanmaktadir
(Tunail, 1983; Walstra ve ark, 1987; Tekingen, 1997).

4.2. Uretilen Beyaz Peynirlerin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri
Peynirlerin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri ile olgunlagma siirecinde meydana

gelen degisimler standart sapma degerleri ile birlikte toplu olarak Cizelge 4.2°de

verilmigtir.
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Cizelge 4.2. Beyaz Peynirlerde Olgunlasma Siiresince Saptanan Fiziksel ve Kimyasal Ozellikler

Ozellikler Giinler A , B C
1 6.040.05x 4.97+0.13y" 4.84+0.06y*
15 5.5940.05%" 4.9440.05y" 4.8510.03y"
pH 30 5.48+0.06x° 4.81£0.06y" 4.85+0.02y"
60 5.3340.15x 4.80£0.06y" 4.8610.03y"
90 5.19+0.18x° 4.7840.06y" 4.87£0.04y"
1 0.51+0.05% 1.55+0.05y" 1.68+0.07y"
15 0.73+0.05x™ 1.52+0.07y" 1.7240.12y"
Titrasyon Asitligi 30 1.03+0.06x" 2.02+0.13y" 1.90£0.15y*
(% la) 60 1.2340.15x° 1.98+0.08y" 1.84+0.01y°
90 1.21+0.18%° 2.0740.12y° 1.73+0.19y*
1 42.61%1.02x* 49.19+1.30y" 49.53+0.61y"
15 42.4410.74%" 49.1310.75y" 49.87+0.70y
Kurumadde 30 41.37+0.47x 48.26+1.45y* 48.84+1.03y"
(%) 60 39.47+0.61x" 47.79+0.79y* 48.37+0.96y"
90 39.92:+0.76x° 47.60+0.98y* 48.25+0.88y"
1 20.83+0.88x™ 24.83+1.17y° 24.83+1.17y"
15 21.08+0.58x* 24.92+0.87y" 25.42+0.82y"
Yag 30 20.50+0.00x™ 24.17+0.67y" 24.25+0.63y"
(%) 60 19.08+0.08x" 23.67+0.82y" 24.42+0.36y"
90 20.67+0.60x™ 25.1740.17y" 24.6710.67y"
1 48.88+1.38x™ 50.43+1.03x® 50.10+1.73x"
Kurumaddede 15 49.69+1.18x™ 50.69+1.00x 50.96+1.23x
Yag 30 49.57+0.56x 50.12:+1.43% 49.64+0.27x"
(%) 60 48.04+0.58x" 49.51+1.57x 50.49+0.38x"
90 51.760.85x 52.89:+0.90x" 51.1120.49%"
1 12.78+0.02x° 17.2740.85y* 16.97+0.42y"
15 12.84+0.62x 17.2940.31y* 16.74+0.44y"
Toplam Protein 30 12.95+0.46%* 17.2540.57y" 16.38+0.61y™
(%) 60 12.89+0.34x" 16.10£0.36y™ 15.84+0.80y°
90 12.95+0.85x* . 15.10+0.17y" 16.10£0.14y™
1 30.03+0.78x 35.06+0.80y" 34.300.48y"
Kurumaddede 15 30.31%1.74% 35.20+0.58y" 33.54£1.39y°
Protein 30 31.32+1.22%° 35.86+2.21y" 33.51+0.59y™
(%) 60 32.4410.79% 33.68+0.21x™ 32.73+1.10%"
90 32.40+1.62x 31.73+0.42x" 33.38+0.43x™
1 5.5940.20x" 5.65+0.06x" 5.78+0.09x"
15 6.44+0.19x" 6.30+0.16xy" 5.90+0.23y"
Tuz 30 4.35+0.29x¢ 4.7140.15x° 5.09+0.32x"
(%) 60 4.70+0.17x% 4.80£0.31x" 5.29+0.21x™°
90 5.13+0.17x% 4.79+0.40x° 4.83+0.12x°
1 13.1440.53x" 11.47+0.30y 11.68+0.30y
Kurumaddede 15 15.16+0.38x 12.83+0.50y" 11.82+0.29y
Tuz 30 10.50£0.63x° 9.78+0.39x" 10.42:+0.60x*
(%) 60 11.8340.54x 10.05+0.74y" 10.95+0.56xy™
90 12.86+0.66x" 10.07+0.72y° 10.0120.33y"

X,y,z: Ayni satirda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0.05 diizeyinde farkhidir.
¢ Ayni siitunda farkl iistel harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0.05 diizeyinde farklidur.
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4.2.1. pH Degerleri ve Titrasyon Asitlikleri

Farkli starter karigimlart kullamilarak ve startersiz olarak iiretilen Beyaz
peynirlerin pH degerleri ve depolama siiresindeki degisimleri Cizelge 4.2°de
verilmistir. Starter kullanilmayan A peynirinin pH degerinin diger peynirlerden
yiiksek ve Onemli diizeyde farkli oldugu bulunmustur (p<0.01). Bu farklilik
olgunlagma siiresince devam etmistir. Lynch ve ark. (1996), Carmona ve ark. (1999)
ve Moatsou ve ark.i (1999), benzer sekilde starter ilave edilen peynirlerde pH
degerinin kontrol peynirlerinden daha diisiik olduklarini belirlemislerdir. Kullanilan

farkli starterlerin asitlik gelistirme yeteneklerinin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.1. Beyaz peynirlerde olgunlagma siiresince saptanan pH degerleri

A peynirinde, siitten gelen veya peynir yapimi ya da olgunlasma sirasinda
¢evreden kontamine olan starter olmayan bakteriler geliserek peynirin pH degerini
olgunlagma siiresince diistirmiislerdir. En hizlh diisiis 1. giin ile 15. giin arasinda
gerceklesmis ve pH degerleri 6.04’ten 5.59’a diigmiistir. A peynirinde

olgunlasmanin diger agamalarinda da 6nemli diisiisler gézlenmis ve olgunlasma
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siiresi A peynirinin pH degeri lizerinde nemli diizeyde etkili olmugtur (p<0.01). B
ve C peynirlerinde olgunlagmanin 1. giiniinde sirasiyla 4.97 ve 4.84 olan pH
degerleri olguniagmanin 90. giiniinde 4.78 ve 4.87 degerlerini almistir. B ve C
peynirlerinin pH degerinde depolama siiresince istatistiksel olarak énemli bir degisim
goriilmemigtir (p>0.05).

Bazi arastiricilar peynirde starter kiiltir farklilifimin pH degeri {izerinde
onemli etkiye sahip oldugunu agiklarken (Ozcan, 2000; Hannon ve ark, 2003), bazi
arastiricilar da pH degerinin starter farklilifindan etkilenmedigini bildirmislerdir
(Lynch ve ark, 1996; Demir, 1999; Giirsoy ve ark, 2001; Pappa ve Anifantakis,
2001a).

Aragtiricilarin bir gogu Beyaz peynirin olgunlagmas: sirasinda, olgunlagsmanin
belirli bir asamasina kadar da olsa pH deferinin siirekli diisliy gosterdigini
savunmuglardir. Kaymaz (1979), pastorize siitten starter kullanmadan yapti1 taze
peynirlerde pH degerlerinin 3 ayhik olgunlastirma sonunda 5.05-5.20 diizeyine
indigini, pastrize siitten starter kullamlarak yapilan peynirlerde ise bu degerlerin
4.80-4.95 diizeyinde bulundugunu belirlemistir. Ugiincii (1971), Celik (1981) ve
Dagdemir (2001) farkli starterle tirettizgi Beyaz peynirlerde pH’nmin olgunlagsma
boyunca diisiis gosterdigini ve pH degerinin starter farklihfindan onemli diizeyde
etkilendigini agiklamislardir. Bunun yam sira, starter farklih@inin peynirde pH
degerini 6nemli diizeyde etkilemedigi (Karakus ve Alperden, 1995; Demir, 1999),
hatta olgunlagmanin belirli bir asamasindan sonra olusan amonyak, karbonil
bilegikleri vb. bazik maddeler nedeniyle (Litopoulou-Tzatenaki ve ark, 1993;
McSweeney ve ark, 1993; Yiizbasi, 1996) veya amino asitlerin deaminasyonu ve
organik asitlerin metabolizmas1 sonucu pH’nin yiikseldigi de belirtilmektedir
(Madkor ve ark, 1987).

Peynirlerin titrasyon asitlifi degerleri % laktik asit olarak belirlenmistir.
Starter ile tiretilen B ve C peynirlerinin titrasyon asitlikleri arasinda olgunlagmanin
tim doénemlerinde 6nemli diizeyde farklilik olmadigi gériilmiistiir (p>0.05). B ve C
peynirleri ile kiiltlir katilmayan A peyniri arasindaki farklhiliklar olgunlasmanin tiim

asamalarinda p<0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
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Olgunlagmanin ilk déneminde C peynirinin titrasyon asitligi degeri % 1.68
diizeyinde iken, 30. glinde en yliksek degerlere (% 1.90) ulagnus, daha sonra azalmig
ve % 1.73’e diigmiistiir. B peynirinde olgunlagmamin 15. giiniine kadar ¢ok 6nemli

bir degisiklik olmamis, 30. giinde % 2.02, 90. gtinde % 2.07 degerine ulagmugtir.
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Sekil 4.2. Beyaz peynirlerde olgunlasma siiresince saptanan titrasyon asitligi
degerleri

Olgunlagma siiresince, starter ilave edilmeyen A peyniri diger peynirlerden
onemli diizeyde diisiik titrasyon asitligi degerlerine sahip olmustur. Carmona ve ark.
(1999), benzer sonuglara ulagmis ve starterli {irettikleri peynirlerde titrasyon asitligi
degerini startersiz lrettikleri peynirlerden 2 kat fazla bulmuslardir. Starterin Domiati
peynirinin 6zelliklerine etkisinin aragtirildigi bir ¢aligmada da benzer sonuglar
bulunmustur (El-Koussy ve ark, 1976).

Olgunlagma stiresi ilerledik¢e peynirlerin titrasyon asitligi degerleri
arasindaki farklilik azalmistir. Bulunan farklilik istatistiksel olarak &nemli olsa da
startersiz islenen A peynirinin titrasyon asitligi degerleri, B ve C peynirlerinde

bulunan sonuglara yaklasik degerler almustir. Siitiin pastérize edilmesi ile mikrobiyal
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yiikiinde azalma olmasina kargin bir kisim laktik asit bakterileri canlhilifini
siifdﬁnnektedir (Hynes ve ark, 2003). Pastérizasyon sonrasinda starter ilave
edilmediginden canli kalan veya g¢evreden bulasan mikroorganizmalar ortamda
baskin duruma gegmektedirler. Peynir siitiine starter ilavesinin, istenmeyen
bakterilerin gelisimini engelledigi bilinmektedir (Trapanier ve ark, 1991; Bottazi ve
ark, 1993). Peynir siitiine starter ilavesi ile, starter olmayan bakterilerin gelisiminin
engellenmesinin yam sira, peynir siitliniin titrasyon asitligi degerleri de daha hizh
artmaktadir. Kandarikis ve ark. (2001), yavas asitlik gelisiminin peynirde baskilama
stiresini ve peynirin nem orammi etkileyebilecegini, bunun da peynirde birtakim
yapisal kusurlarin yami sira, asirn gaz olusumuna da neden olabilecegini

bildirmektedirler.

Cizelge 4.3. Farkh Starterlerle Uretilen Beyaz Peynirlerde pH ve Titrasyon Asitligi
Degerlerine Ait Varyans Analizi Sonuglari

Varyasyon pH Titrasyon Asitligi (% laktik asit)
Kaynaklan SD KO F Degeri P SD KO F Degeri P
Starter 2 2251 20227 <0.001 2 3.765 94.40 <0.001
Olg. Stiresi 4 0.157 14.09  <0.001 4 0.353 8.86 <0.001
Starter x Olg, Siiresi 8§ 0.092 8.25 <«0.001 8 0.062 1.55 0.193
Hata 24 .0.011 24 0.039

Beyaz veya Feta gibi salamurada 90 giin stire ile olgunlastirilan peynirlerde
titrasyon asitligi degerleri % 1.1 (Pappas ve ark, 1996), % 0.73—1.1 (Celik, 1981), %
0.89-0.96 (Yilmaz, 1998), % 0.88 (Giirsoy ve ark, 2001) diizeylerinde bulunmustur.
Bu ¢alismada elde edilen sonuglara bakildifinda, titrasyon asitligi degerlerinin
olgunlasmanin ilk dénemlerinde  yukarida verilen kaynaklarda elde edilen
degerlerden daha yiiksek oldugu goriilmiistir. Bu durumun, kullanilan starter
suslarinin oldukca gliclii asit gelistirme yeteneginden kaynaklandig diigiiniilmiistiir.
Starter katilmayan A 6rnegine ait degerler, diger aragtiricilarin belirttikleri degerlerle
uyum sagladigi halde, B ve C peynirlerine ait degerlerin farkli olmalan starterin

etkisini ortaya koymustur. Genel olarak, peynirlerde en yiiksek titre edilebilir asitlik
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degeri olgunlagmanin 30-60 giinleri arasinda bulunmus ve daha sonra meydana
gelen degisim istatistiksel yonden onemsiz bulunmustur. Bu durum, proteoliz
nedeniyle olusan karbonil bilesikleri, laktik asidin metabolizmasi, amino asitlerin
deaminasyonu ve NHj gibi bazik karakterli par¢alanma iiriinlerinin peynirin pH’ st
degistirmesinden kaynaklanmaktadir (Fox ve ark, 1993; Dagdemir, 2001).

Yapilan varyans analizi sonucunda starterin ve olgunlagma siiresinin pH
degeri ve titrasyon asitligi lizerine 6nemli diizeyde etkili oldugu, starter x olgunlasma
sﬁfesi interaksiyonunun sadece pH degeri {izerine ¢nemli 6lgiide etkili oldugu

belirlenmigstir (Cizelge 4.3)
4.2.2. Kurumadde Oranlari

Taze peynirlerin kurumadde oranlari TSE 591 Beyaz peynir standardinda
(Anon., 1995) belirtilen % 40 degerinden yiiksek bulunmustur. Starter katilmayan A
peynirinin kurumadde orani, starter katilan B ve C peynirlerinden daha diisiik
degerler almustir (Sekil 4.3). Peynir siitiine starter ‘ilave edilerek siitiin
asitlendirilmesi, pihtida kalan suyun daha kolay ayrilmasiui saglamakta ve bu

peynirlerin kurumadde oranlar daha yiiksek olmaktadir (Ugiincii, 2002).
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Sekil 4.3. Beyaz peynirlerde olgunlasma stiresince saptanan kurumadde oranlar
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Starter Kkatilan peynirlerle katilmayan peynir arasinda kurumaddedeki
farklilik, tiim olgunlagma siiresince p<0.01 diizeyinde 6nemli ¢ikarken, starter katilan
B ve C peynirleri arasindaki farkliliklar 6nemli diizeyde bulunmamistir (p>0.05). C
peynirinde olgunlagmanin 15. glinlinde meydana gelen hafif artiy diginda, tim
peynirlerde kurumadde oranlar olgunlasma siiresince azalma gostermistir (Sekil
4.3). Olgunlasma siiresince goriilen degisim B ve C peynirlerinde istatistiksel agidan
onemli bulunmazken, A peynirinde 6nemli diizeyde bulunmustur (p<0.05). Pappa ve
Anifantakis (2001a), benzer sekilde farkli starterle iiretilen Feta peynirinde
kurumadde oranlarimin zamanla azaldifim1 ancak bunun istatistiksel olarak onemli
olmadifini vurgulamiglardir. Demir (1999), starter ilavesi ile pH degerinde meydana
gelen diisme nedeniyle, starter ilave edilen peynirlerde kurumadde oraninin startersiz
{iretilenlere oranla 6nemli diizeyde yliksek oldugunu belirtmistir.

Peynirde kurumadde orammin azalmasimn, peynirin olgunlagma siiresine
bagli olarak kitlede bulunan bir takim suda ¢oziiniir protein ve peptidlerin
salamuraya ge¢mesinden kaynaklandigi bildirilmektedir (Karakus ve Alperden,
1995; Katsiari ve ark, 2000). Creamer ve Olson (1982), peynir kitlesine su gegisinin,
ozellikle og—kazeindeki peptid baglarmin protein ag1 (network) olusturmak igin
ayrilmasindan ve olusan yeni gruplarin biinyelerine su baglamasindan ileri geldigini
églklamwlardlr.

Yapilan varyans analizi sonunda olgunlagma siiresinin peynirlerin kurumadde
oranlarini p<0.05, starter kullaniminin ise p<0.01 diizeyinde etkiledigi saptanmigtir

(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Beyaz Peynirlerde Kurumadde Oranlara Ait Varyans Analizi

Sonuglari
Varyasyon Kaynaklarn SD KO F Degeri P
Starter 2 279.202 167.17 <0.001
Olgunlasma Siiresi 4 8.103 4.85 0.0052
Starter x Olgunlagma Siiresi 8 0.587 0.35 0.936
Hata 24 1.670

64



Yag (%)

4.A TIRMA BULGULARI ve TARTISMA li Adnan HAYALOGLU

Salamurada olgunlagtinllan Beyaz ve Feta peynirlerinde, olgunlasma
stiresince kurumadde oranlarinda azalma oldugu cesitli caligmalarda da belirtilmigtir
(Litopoulou-Tzanetaki ve ark, 1993; Sahan, 1993; Karakus ve Alperden, 1995;
Yildirim, 1991). Diger taraftan Dagdemir (2001), Beyaz peynirin olgunlagmasi
sirasinda kurumadde oraninda artis oldugu, bu durumun tuzun peynir kitlesine gegis
yapmasindan kaynaklandifim vurgulamustir. Celik (1981) ise, Beyaz peynirde
olgunlasmanin 60. gtiniine kadar kurumaddenin azaldigim (% 36.7-38.7), daha sonra
yiikselerek yaklasik % 40 diizeyine ulagtifini bildirmistir.

4.2.3. Yag ve Kurumaddede Yag Oranlar

Peynirlerin igerdikleri yag oranlar1 kurumadde oranlarindaki degisime paralel
olarak farklhilik gdstermistir. Kurumadde oranlarimin farkli olmasi, B ve C peynirleri
ile A peynirinin yag oranlan arasinda ¢nemli diizeyde farklilik olmasina neden
olmustur (p<0.01). Awad ve ark. (1999b), starter farkliligimin peynirin pH’sini
etkiledigini, pH degeri yliksek oldugu zaman peyniralt: suyu ile olan yag kaybinin
daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Calijmamizda da, starter katilmayan A
peynirinden elde edilen pH degeri daha yiiksek olan peyniralti1 suyunda yag kaybi
daha yiiksek olmustur (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.4. Beyaz peynirlerde olgunlasma siiresince saptanan yag ve kurumaddede

yag oranlari
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Peynirlerin kurumaddede yag oranlar1 dikkate alindiginda peynirler
arasindaki farklibiklarin, istatistiksel olarak nemli diizeyde olmadlél belirlenmisgtir
(p>0.05). Benzer sekilde Pappa ve Anifantakis (2001a), starter farkhliginin Feta
peynirinin kurumaddede yag oranlarim 6nemli 6l¢tide etkilemedigini bildirmiglerdir

Beyaz peynirlerin yag oranlaninda kurumadde oranina bagli olarak
olgunlagma siiresince artma ve azalmalar olmugtur. Ancak bu durum A peynirinde
olgunlagsmamin 15. giinii ile 60. giintinde saptanan farkhiifin disinda istatistiksel
olarak ¢nemli diizeyde olmadigi goriilmiistiir (p>0.05). Olgunlasmanin 60. giiniine
kadar peynirlerin yag ve kurumaddedeki yag oranlarinda gok 6nemli bir degisim
goriilmemis, genellikle yakin degerler almustir (Sekil 4.4). Ancak, 90. giinde 6zellikle
kurumaddede yaf oranlarinda bir artis oldufu g6zlenmektedir. Peynirlerin
kurumadde oranlarinda meydana gelen azalis oransal olarak kurumaddedeki yag

oranlarina da etkilemistir.

Gizelge 4.5. Farkli Starterlerle Uretilen Beyaz Peynirlerde Yag ve Kurumaddede
Yag Oranlarina Ait Varyans Analizi Sonuglar

Varyasyon Yag Kurumaddede Yag

Kaynaklar SD KO F Degeri P SD KO FDeger p
Starter 2 88304 131.02 <0.001 2 5.372 1.78 0.19
Olg. Sitresi 4 2815 418  <0.01 4 6592 2.18 0.101
Starter x Olg. Siiresi 8 0393 0.58  0.782 8 1.149 0.38 0.92

Hata 24 0.694 24 3.018

Peynirlerin % ya§ oranlan, B ve C peynirlerinde tiim olgunlasma
agamalarinda ¢ogunlukla % 24 diizeyinde bulunmus, A peynirinde ise % 19-21
arasinda degismistir. Kurumaddede yag oranlar1 da tiim drneklerde yaklasik % 49-52
arasinda saptanmistir. Bulunan bu degerler bazi arastiricilarin bulduklar degerlere
benzerlik gosterdigi saptanirken (Yiizbagi, 1996; Yilmaz, 1998) baz1 arastiricilarin
bulduklar: degerlerden farkli bulunmustur (Yildirim, 1991; Sahan, 1993; Mallatou ve
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ark, 1994; Dagdemir, 2001). Arastinicilarin bulduklari degerlerle bu caligmada
bulunan degerler arasindaki farklilik, tiretimde kullamlan peynir siitiiniin ya§ orami
ile iliskili bulunmaktadir. Omegin, Dagdemir (2001), Beyaz peynir iiretiminde %
3.15 diizeyinde yagh siit kullanmis ve bu nedenle firettigi peynirlerde yag oranlari
daha diigiik bulunmugtur.

Yapilan varyans analizi sonucunda, peynirlerin ya§ oranlari lizerine starter
kullaniminin ve olgunlagma siiresinin 6nemli diizeyde etkili oldugu (p<0.01), starter
x olgunlagma stiiresi interaksiyonunun énemli diizeyde etkili olmadig: gorillmiigtiir.
Uygulanan farkli parametrelerin peynirlerin kurumaddede yag oranlarn iizerine

6nemli diizeyde etkili olmadig belirlenmistir (p>0.05).
4.2.4. Protein ve Kurumaddede Protein Oranlar:
Olgunlagmanin baslangicinda, B ve C peynirlerinin protein oranlan tiim

olgunlasma dénemlerinde birbirlerine yakin degerler alirken, A peynirinin protein

oraninin daha diisiik oldugu goriilmils ve bu farklihk istatistiksel olarak &nemli

bulunmugstur (p<0.05).
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Sekil 4.5. Beyaz peynirlerde olgunlasma siiresince saptanan protein ve kurumaddede
protein oranlar

67



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ali Adnan HAYALOGLU

Olgunlagmanin diger dénemlerinde, B ve C peynirleri arasinda &nemli
diizeyde farklilik olmadig1 (p>0.05) halde, A peynirinin protein oranlan 90 giinliik
olgunlagma siiresince daha diisiik deferlerde ve istatistiksel agidan farkh
bulunmustur (p<0.05)

Sekil 4.5°te goriildiigii gibi, peynirlerin protein oranlan olgunlasmanin ilk
ddnemlerinde 6nemli bir degisim gostermese de, ilerleyen dénemlerde aialmls’ur.
Protein oranindaki bu kismi azahsg, kazeinin g¢esitli enzimlerle (peynir siitiine katilan
pihtilagtiric1 enzim, plasmin, starter ve starter olmayan bakterilerden kaynaklanan
enzimler) pargalanmasi sonucu bir kisim diigiik molekiilli peptidlerin ve amino
asitlerin suda ¢ozlinlir Ozellikte olmasi ve peynir salamurasina gegme egilimi
gostermesinden kaynaklanmaktadir (Abd—El Salam ve ark, 1993; Michaelidou ve
ark, 1998; Fox ve ark, 2000).

Olgunlagma stiresince B ve C peynirlerinin protein oranlarindaki azalig
p<0.05 diizeyinde &nemli bulunmus ancak, A peynirinde 6nemli bir degisim
kaydedilmemistir. Bu durum, peynir siitiine ilave edilen starter bakterilerin proteini
pargalamada dnemli etkilerinin oldugunu agia ¢ikarmaktadir. Ozellikle starter ilave
edilen peynirlerinde olgunlasma siiresince, suda ve gesitli ¢dziiciilerde ¢6ziinen azot
fraksiyonlarinda artig olmasi da bunu dogrulamaktadir.

A peynirinde kurumaddede protein oranlan olgunlasma siiresince hafif bir
yiikselis gosterse de, B ve C peynirlerinde bu oranlarda azalis goriilmiistiir. Starter

kullaniminin peynirlerin kurumaddede protein oranlan tizerindeki etkileri ¢nemli

bulunmustur (p<0.05).

Cizelge 4.6.  Farkli Starterlerle Uretilen Beyaz Peynirlerde Toplam Protein ve
Kuru Maddede Protein Oranlarina Ait Varyans Analizi Sonuglan

Varyasyon Protein Kurumaddede Protein
Kaynaklar SD KO F Degefi P SD KO F Degeri P
Starter 2 1.588 84.74  <0.001 2 34.694 7.98 0.002
Olg. Siiresi 4 0.052 2.78 0.049 4 3.493 0.80 0.535
Starter x Olg, Siiresi 8 0.035 1.88 0.110 8 8.349 1.92 0.104
Hata 24 0.018 .24 4.347
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Beyaz peynir iizerine yapilan bir ¢ok galigmada da protein oranimin
olgunlagma siiresi boyunca azaldig), bu durumun proteoliz nedeniyle proteinin suda
¢Oziiniir karakterli kisimlanimin artmasindan ve olugan yeni bilegenlerin peynir
salamurasina gegmesinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Gahun, 1983; Sahan,
1993; Akbulut ve ark, 1996; Giirsoy ve ark, 2001; Giirsel ve ark, 2003). Bunun yam
sira, Mallatou ve ark. (1994), Kaytanli (1995), Yilmaz (1998), Pitso ve Bester (2000)
toplam protein oramimin olgunlagsma siiresi igerisinde ©nemli bir degisiklige
ugramadigini belirtmislerdir. Yiizbagi (1996), yaptifi c¢alismada bu degerin artis
gOsterdigini bildirmigtir.

Yapilan varyans analizinde, starter kullaniminin ve olgunlasma siiresinin
peynirlerin protein oranlan {izerine 6nemli diizeyde etkisi olurken (p<0.05),
kurumaddede protein degerleri iizerine sadece starter kullaniminin etkisi 6nemli

bulunmustur (Cizelge 4.6).
4.2.5. Tuz ve Kurumaddede Tuz Oranlan

Peynirlerin tuz ve kurumaddede tuz oranlari Cizelge 4.2.°de verilmistir.
Peynirler arasinda tuz oranlan agisindan 6nemli diizeyde bir farklilik bulunmamaistir.
Peynirlerin kurumaddede tuz oranlarina bakildiginda olgunlagmanin 30. giinii disinda
tim olgunlasma donemlerinde, A peynirinin kurumaddede tuz oranimin diger
peynirlerden Snemli diizeyde yiiksek oldufu goriilmiistir (p<0.05). Bu durum
peynirlerin kurumadde oranlarindaki farkliliktan kaynaklanmustir.

Baz1 ¢aligmalarda, starter farklilifinin peynirin tuz oramna etki etmedigi
(Karakug ve Alperden, 1995; Pappas ve ark, 1996) veya olgunlasmanin bazi
asamalarinda etkili oldugu (Litopoulou-Tzanetaki ve ark, 1993) aciklanirken, bazi
aligmalarda da etkili oldufu saptanmigtir (Ozcan, 2000; Dagdemir, 2001). Bu
calismada, starter farkhfinin peynirin tuz oramina 6nemli diizeyde etki etmedigi,
starter ilave edilmeyen A peyniri ile starter katilan B ve C peynirleri arasinda,
kurumaddedeki farklilik nedeniyle tuz oranlar1 bakimindan farkhilik bulundugu

saptanmigtir.
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Sekil 4.6. Beyaz peynirlerde olgunlagma siiresince saptanan tuz ve kurumaddede tuz
oranlari

Peynirlerde tuz oranlari olgunlagsmamn 15. giiniine kadar artis géstermis, 30.
gliniinde ise azalmistir. 30. giinden sonra peynir &rneklerinin tuz oranlarinda 6nemli
bir degisiklik goriilmemistir (Sekil 4.6). Yapilan bazi ¢alismalarda, peynirde su
oramnin artmasi nedeniyle, peynirin tuz oraninin olgunlagmanin baslangicinda hizli
olmak iizere olgunlagma siiresince arttig1 belirlenmistir (Pito ve Bester, 2000; Giirsoy
ve ark, 2001). Yapilan diger ¢alismalarda, peynirin olgunlasmasi sirasinda tuz
oranimin olgunlagma stiresi ilerledikge arttigi (Karakus ve Alperden, 1995; Kaytanl,
1995; Yiizbasi, 1996; Yilmaz, 1998; Ozcan, 2000; Dagdemir, 2001; Giirsoy ve ark,
2001; Ozer ve ark, 2002) belirtilmektedir. Adi gegen calismalarin bazilarinda,
kurumaddede tuz degerlerinin olgun peynirlerde % 6-8 diizeyine kadar ulastig
bildirilmektedir. Bunun yaminda, Ozer ve ark. (2002) Urfa peynirlerinde tuz
oranlarinin olgunlasma siirecinde artarak kurumaddede % 21.1°e kadar yiikseldigini
belirtirken, Mallatou ve ark. (1994) ile Pappas ve ark. (1996) Feta peynirinde tuz

oranin zamanla degismedigini belirtmislerdir.
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Olgunlagmanin 15. glinlinden sonra tuz oraninda artisin goriillmemesi,
olgunlagmanin ilk dénemierinde salamura—peynir arasinda tuz dengesinin olugtugunu
gostermektedir. Ayrica, peynir kaliplarinin yiizeyinde kabuk olusumu, gézeneklerin
kii¢iilmesine neden olarak tuz gegisine engel olmustur (Melilli ve ark, 2003). Peynir
kitlesine tuz gegisi durduktan sonra, olgunlagsmanin 15. giiniinden sonra proteoliz
sonucu olugan yeni {irlinler salamura ortamindan biinyelerine su baglamaktadirlar
(Creamer ve Olson, 1982). Boylece, peynirlerde su orani bir miktar artmis ve oransal

olarak tuz oraninda da bir azalma meydana gelmistir.

Cizelge 4.7. Farkl Starterlerle Uretilen Beyaz Peynirlerde Tuz ve Kurumaddede Tuz
Oranlarinda Ait Varyans Analizi Sonuglari

Varyasyon Tuz Kurumaddede Tuz
Kaynahigg SD KO F Degeri P SD KO FDegeri p
Starter 2 0.086 0.563 0.563 2 16.093 19.11  <0.001
Olg. Siiresi 4 3.584 2444  <0.001 4 12.785 15.18  <0.001
Starter x Olg. Siiresi 8 0.248 1.69 0.152 8 1.517 1.80 0.126
Hata 24 0.147 24 0.842

Yapilan varyans analizi sonucunda starter ilavesinin sadece kurumaddede tuz
oranlar1 lizerinde Onemli diizeyde etkiye sahip oldufu saptanirken, olgunlasma
siiresinin tuz ve kurumaddede tuz oranlari iizerinde etkili oldugu belirlenmigtir

(Cizelge 4.7).
4.3. Penetrometre Degerleri ve Sertlik Indeksleri

Penetrometre degeri peynirde olgunlasmaya bagh olarak meydana gelen
yapisal gelismeyi belirlemek amaciyla, basit olarak belirli agirliktaki konik baslifin
belli siire igerisinde peynir kitlesine batma derinligi olarak saptanmaktadir (Giiven ve
Konar, 1996). Sertlik indeksi ise, penetrometre baglifinn sahip oldugu agirligin
penetrometre degerine boliinmesi ile bulunmaktadir (Oztiirk, 1993).
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Peynirlerin penetrometre degerleri ve sertlik indeksleri Cizelge 4.8°de
verilmis ve peynirlerin yapisal 6zellikleri tartisilirken, sertlik indeksleri dikkate
alinmugtir.

Taze peynirlerin sertlik indeksleri birbirinden o6nemli diizeyde farkl
bulunmustur (p<0.05). Peynirlerin en yiiksek sertlik indeksleri B peynirinde
bulunmus, bunu sirasiyla C ve A peynirleri izlemistir. A peyniri tiim olgunlagma
dénemlerinde B ve C peynirlerinden farkli bulunmustur (p<0.05). B ve C
peynirlerinin sertlik indeksleri karsilastirildifinda, her iki peynir arasinda belirgin bir
farklihk olmadif1 ancak, yine de B peynirinin C peynirinden biraz daha yumusak
yapida oldugu belirlenmistir. B ve C peynirleri arasindaki farklilifi daha duyarh
olarak belirleyebilmek igin, ileri diizeyde 6lgiim yapabilen spesifik ve objektif

cihazlara gereksinim vardur.

Cizelge 4.8. Beyaz Peynir Omeklerinin Penetrometre Degerleri ve Sertlik Indeksleri

Olgunlasma

Stiresi Penetrometre Degeri (mm/5 sn) Sertlik indeksi

(Gin) A B C A B C

1 6.36:1.31x*  2.93%0.02y*  3.59+0.052° 14.86+3.28x* 32.25+0.26y°  26.320.402*
15 7.56£2.59x"  3.59+0.29y° 4.31:0.64y® 12.50+4.44x°  26.3242.06y°  21.93+2.93y™
30 10.56£1.21x*®  6.56£0.78y° 5.35%1.17y* 8.95+1.96x® 14.41+1.57y°  17.66+2.032>
60 1535+1.24x°  6.71x1.14y°  6.1620.42y° 6.1610.54x"  14.08£2.41y°  15.34x1.13y°
90 16.36+2.17x°  8.82+1.44y®  7.480.92y° 5.78+0.81x"  10.71£3.62y°  12.63+2.64y™

x,y,z: Ayni satirda farkh harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0.05 diizeyinde farkhdir.
*b¢ - Ayni siitunda farkls iistel harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0.05 diizeyinde farklidur.

Peynirlerin sertlik indeksleri olgunlagma siiresine bagimh olarak azalmigtir
(Sekil 4.7). Olgunlagsmanin baglangicinda, B ve C peynirlerinin sertlik indeksleri
daha yiiksek degerler alirken (sirasiyla 32.20 ve 26.34), A peynirinde daha diigiik
deger almigtir (16.17). Olgunlagmanin ilerleyen dénemlerinde bu durum devam etmis
ve peynirler en diigiik sertlik indeksi degerlerini olgunlagsmanin 90. giiniinde
almuglardir. En diisiik deer A peynirinde (5.98) bulunmus, bunu B (10.71) ve C

(12.62) peynirleri izlemistir. Proteoliz nedeniyle, os—kazeinde meydana gelen
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parcalanmanin, dolayli olarak peynirin biraz yumusamasina neden oldufu
bildirilmistir (Lawrence ve ark, 1987; Fox ve ark, 2000). Menendez ve ark. (2000),
peynirde o;—kazeinin pargalanmas: ile peynirin sertligi arasinda negatif bir iligki
bulundugunu bildirmislerdir. S6z konusu durum, B peynirinde daha belirgin sekilde
ortaya ¢ikmugtir. Bunun yam sira, A peynirinin kurumadde oraninin (Cizelge 4.6) B
ve C peynirine gore daha diigiik olmasi, bu peynirin sertlik indeksinin diisiik
olmasina neden olmugtur.

Peynirlerin sertlik indekslerinde en belirgin azalma 30. giinde meydana
gelmigtir. Peynirlerin pH 4.6’da ¢6ziinmeyen fraksiyonlarinin elektroforetogramlar:
dikkate alindifinda, ags—kazeinde en belirgin parcalanmanin da yine 30. giinde
oldugu goriilecektir. Peynirde proteoliz ve yapisal gelisim arasinda yakin bir iligkinin

oldugu hipotezi burada da dogrulanmustir.
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Sekil 4.7. Beyaz peynirlerde olgunlagma sliresince saptanan penetrometre ve sertlik
indeksi degerleri

Beyaz peynirde yapilan bazi ¢alismalarda (Yildiz ve ark, 1989; Yiizbasi,

1996; Giirsoy ve ark, 2001) penetrometre degeri olarak belirtilen sonuglardan yola

¢ikilarak, sertlik indeksinin olgunlasma stiresi igerisinde azaldifi gortilmistiir. Bu

durumun, yukarida belirtildigi gibi peynirde proteoliz nedeniyle meydana gelen
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yapisal degisimlerden kaynaklandig1 belirtilmistir. Diger taraftan, Oztiirk (1993) ve
Balci (1994) calismalarinda, sertlik indeksinin olgunlagmanin 30. giinline kadar
yiikseldigini daha sonra diislis gosterdigini agiklamiglardir. Koca ve Metin (1998),
Izmir Teneke Tulum peynirinde bu degerin olgunlagma siiresince artig gosterdigini

ve kiiltiir kullamimuinin sertlik indeksine 6nemli 6lgiide etki ettigini bildirmislerdir.

Cizelge 4.9. Farkl Starterlerle Uretilen Beyaz Peynirlerin Sertlik Degerlerine Ait

Varyans Analizi Sonuglar
Varygsyon Kaynaklari SD KO F Degeri P
Starter 2 503.462 38.77 <0.001
Olgunlagma Siiresi 4 285.557 21.99 <0.001
Starter x Olgunlagma Siiresi 8 15.278 1.18 0.353
Hata 24 12.986

Cizelge 4.9°da goriildiigii gibi, varyans analizi sonucunda, peynirlerin sertlik
indeksi lizerine starter kullanimi ve olgunlasma siiresinin dnemli diizeyde etkili

oldugu saptanmistir (p<0.05).
4.4. Toplam Serbest Yag Asitleri (FFA) Miktarlar

Peynirde lipoliz ile ilgili bilgi elde etmek amaciyla yapilan toplam serbest yag

asitleri (FFA) analizinde alinan sonuglar Cizelge 4.10°da goriilmektedir.

Cizelge 4.10. Beyaz Peynir Omeklerinin Toplam FFA Miktarlar (% oleik asit)

Olgunlagma Stiresi A B c
(Giin)
1 0.37+0.02x" 1.29+0.13y" 1.1640.11y*
15 0.71£0.09x° 1.0740.19y" 1.0840.23y"
30 1.4910.24x° 1.77£0.38x" 1.5240.23x™
60 1.750.16x" 2.46+0.20y° 1.83+0.07x°
90 1.83£0.17x¢ 2.5540.09y° 1.9240.11x°

X,y,z: Ayni satirda farkls harflerle gbsterilen degerler birbirinden p<0.05 diizeyinde farkhidir.
b Aymi siitunda farklh tistel harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0.05 diizeyinde farkhidir.
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Olgunlagmanin baslangicinda A &8rneginin toplam FFA miktarlart B ve C
peynirlerine gore oldukga diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8).
Olgunlagmanin 1. ve 15. glinlerinde B ve C peynirlerinin birbirlerinden farkl
olmadifi, A peynirinin ise bu iki peynirden farkli oldugu saptanmstir.
Olgunlagmanin 30. giiniinde her 3 peynirin de toplam FFA igerikleri birbirine yakin
degerler almigtir. Olgunlagsmanin 60. giinde B peynirindeki toplam FFA degeri hizh
bir artis gostermistir. Olgunlasmamin 60. ve 90. giinlerinde B 6rneginde saptanan
FFA degerinin, A ve C peynirlerinde saptananlardan yiiksek ve p<0.05 diizeyinde
farkli oldugu bulunmustur. B peynirinde yer alan starter bakterilerin peynirde
olugturdugu proteolitik etkiler bakimindan da digerlerinden farkli bulunmustur.
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Sekil 4.8. Beyaz peynirlerde olgunlagma stiresince saptanan toplam FFA degerleri

Starter bakterilerin otoliz durumunun peynirde lipolize etkisinin arastirildig:
bir ¢aliymada (Collins ve ark, 2003), starter otolizinin peynir lipolizine de etkili
oldugu, ancak bu konuda yeni arastirmalara gereksinim duyuldugu belirtilmistir
Arastincilar, starter olarak kullandiklari AM2 susunun (SK11 ile aym enzim
sistemine sahip), HP susundan daha yiiksek oranda peynirde serbest yag asitleri
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olusturdugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alijmamizda, olgunlasmanin 30. giiniinden
sonra A ve C peynirlerinde toplam FFA olusumundaki artig devem etmis ancak bir
yavaglama goriilmiistiir. B peynirinde ise artis devam etmistir (Sekil 4.8). Bu durum,
biiyiik olasilikla SK11 susunun otolitik 6zelliginden kaynaklanmistir. B peynirinin
toplam FFA degerleri sézkonusu olgunlagsma doénemlerinde daha yliksek bulunmus
ve bu farklilik olgunlagsma sonuna kadar devam etmistir. Yapilan varyans analizi
sonucunda starterin ve olgunlagsma siiresinin toplam FFA iizerine etkisi p<0.01

diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Farkli Starterlerle Uretilen Beyaz Peynirlerde Toplam Serbest Yag
Asitleri Degerlerine Ait Varyans Analizi Sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F Degeri P
Starter 2 1.344 22.85 <0.001]
Olgunlasma Silresi 4 2.799 47.60 <0.001
Starter x Olgunlasma Siiresi 8 0.129 221 0.064
Hata 24 0.058

Farkli Lactobacillus ve Lactococcus suslarindan olusan starter kiiltiirlerle
iiretilen Beyaz peynirlerde toplam FFA igeriklerini inceleyen Karakus ve Alperden
(1995), peynirler arasinda belirgin bir farklilik bulunamadigini bildirmislerdir. Bazi
aragtinicilar (Awad ve ark, 1999b; Menendez ve ark, 2000) Lactobacillus ve
Lactococcus suslar arasinda peynirde toplam FFA olusturma bakimindan farkliliklar
bulundugunu, Lactobacillus cinsi bakterilerin daha ¢ok lipolitik aktivite
gosterdiklerini belirtmiglerdir. Akytiz (1986), farkli mezofilik ve termofilik
kiiltiirlerle tirettigi Kasar peynirlerinin toplam FFA miktarlarinmn farkl~1 bulundugunu
belirtmistir. Tulum peynirinde farkli kombinasyonlarda kiiltlir kullaniminin toplam
FFA olusumuna etkisini inceleyen Koca ve Metin (1998), toplam FFA degerlerinin
olgunlasma siirecinde diizensiz bir artig gosterdigini ve kullanilan farkl1 kiiltiirlerin
onemli diizeyde etkili olmadiklarini belirtmislerdir. Kili¢ ve ark. (1998), starterli ve
startersiz {irettikleri Izmir Tulum peynirlerinde, serbest yaj asitleri degerinin

olgunlagma siiresince artis gosterdigini, starter katilan peynirlerde bu degerin daha
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yiiksek bulundugunu agiklamiglardir. Bunun yani sira Akin ve ark. (2003), farkh
oranlarda pregastrik lipaz kullanarak tirettikleri Beyaz peynirlerde, lipaz enzimi ilave
edilmeyen kontrol peyniri de dahil tiim peynirlerde toplam serbest yag asitleri
miktarinin 30 giinliik depolama siiresince onemli diizeyde arttiini belirlemislerdir.
Lipolizin olgunlagmanin belirli asamasindan sonra yavasladifi ve toplam
FFA miktarinda azalmalar oldugu da bildirilmektedir. Litopoulou~Tzanetaki ve ark.
(1993), farkli starter kanigimlan ile tirettikleri Feta peynirlerinde olgunlagmanin 75.
giniinden sonra toplam FFA degerinde azalmalar oldugunu belirtmislerdir.
Dagdemir (2001), Beyaz peynirlerde yaptiklan ¢alismada olgunlagmanin belirli bir
agamasina kadar (30. giin) toplam FFA igeriginde artis oldugunu, daha sonra azalma
oldugunu belirtmistir. Aragtirici, olgunlasmanin ilerlemesiyle toplam FFA’nin metil
ketonlara ve sekonder alkollere parcalandigin ileri stirmiigtiir. Benzer bir yaklasim
Vafopoulou ve ark. (1989) tarafindan da yapilmis ve Feta peynirlerinde toplam FFA
igeriginin 30. giinden sonra azaldifim belirtmigslerdir. Giiven (1993), Tulum
peynirlerinde toplam FFA degerinin olgunlasmanin 3. ayina kadar artis gésterdigini,
3. aydan sonra 6nemli bir degisiklik saptanamadiini bildirmistir. Bu durumun en
6nemli nedenleri, serbest yag asitlerinin daha kisa zincirli yag asitlerine ve metil
ketonlara hidrolize olmalari (Dervisoglu ve Yazici, 2001) ve olusan kisa zincirli yag
asitlerinin suda ¢oziinilir 6zellikte olmalar1 nedeniyle peynir salamurasinda gegme

egilimi gdstermeleri olabilir (Abd El-Salam, 1993).
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4.5. Farkh Starterlerle Uretilen Beyaz Peynirlerde Meydana Gelen

Proteoliz

Peynirlerde olgunlagma siiresince meydana gelen proteoliz; peynirlerin azot
fraksiyonlari, serbest amino asit miktarlar, urea-PAGE elektroforetik analizleri ile

RP-HPLC peptid profilleri ¢gikarilarak ayr ayr agiklanmig ve tartigilmustir.

4.5.1. Azot Fraksiyonlar:

Yapilan son ¢alismalarda, azot fraksiyonlan belirtilirken ¢ogunlukla % azot
lizerinden hesaplanan degerler verilmektedir. Ayrica, peynirlerin ¢6ziiniir nitelikli
azot fraksiyonlari, icerdikleri toplam azot oranlarindan da etkilenmektedir. Bu
kisimda; suda ¢bziinen, % 12 Trikloroasetik asitte (TCA) ¢oziinen ve % 5
Fosfotungstik asitte (PTA) ¢Oziinen azot degerleri ve hesaplanan diger azot
fraksiyonlari, hem % peynir hem de % azot iizerinden belirtilmistir. Azot
fraksiyonlarindan elde edilen bulgular tartisilirken, % azot lizerinden hesaplanan
degerler dikkate alinmistir. Saptanan bu degerler Cizelge 4.12°de standart sapma

degerleri ile birlikte topluca verilmistir.

4.5.1.1. Toplam Azot Oranlar:

Peynirlerin toplam azot oranlarina iligkin veriler Cizelge 4.12°de verilmesine
karsilik peynirlerde olgunlagma siiresince saptanan toplam azot oranlan toplam
protein oranlarina doniistiiriilerek boliim 4.2.4’te tartigildigindan, bu bsliimde toplam

azot oranlar1 lizerinde tekrar durulmamuigtir.

4.5.1.2. Suda Coziinen Azot Oranlar

Suda ¢ziinen azot oranlari, taze peynirlerde % 6.31 ile % 9.80 arasinda
degisen degerler almistir. Olgunlagmanin baslangicinda en yiiksek degeri C
peynirinin aldif1 ve bunu sirasiyla B ve A peynirlerinin takip ettii belirlenirken,

peynirler arasindaki farkliliklarin da 6nemli diizeyde oldugu bulunmustur (p<0.01).
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Cizelge 4.12. Beyaz Peynirlerde Olgunlagma Stiresince Saptanan Azot Fraksiyonlar:

Ozellikler Giinler A B C

1 2.00+0.00x° 2.7140.13y" 2.6610.07y*

Toplam 15 2.01£0.10x° 2.71£0.05y* 2.62+0.07y"
Azot 30 2.03£0.07x° 2.7040.09y* 2.57+0.10y°

(%) 60 2.0240.05x° 2.5240.06y™ 2.4810.13y°

90 2.03£0.13x% 2.37+0.03xy° 2.52+0.02y™

I 0.12640.01x° 0.214+0.02y* 0.259+0.02y"

Suda 15 0.167£0.01x™ 0.28310.01y° 0.2960.01y™
Cdziinen Azot 30 0.266+0.01x* 0.28420.02xy° 0.329£0.01y*®
(%) 60 0.296+0.02x° 0.349+0.03xy° 0.367+0.02y°

90 0.482:+0.04x" 0.494:0.02x¢ 0.496+0.05x°

1 6.31£0.43x° 7.88+0.33y° 9.80+0.492°

Suda 15 8.31+0.11x° 10.46+0.52y" 11.30+0.50y°
Coziinen Azot 30 13.150.74x° 10.561.13y° 12.87+0.59x™
(% Azot) 60 14.61+0.66x° 13.80+0.82x° 14.780.33x°
90 23.68+0.74x" 20.85+0.72y° 19.69+2.05v¢

1 0.02940.00x* 0.08120.02y* 0.087+0.00y*

% 12 TCA'da 15 0.05240.01x* 0.08510.01y* 0.108+0.012°
Cozlinen Azot 30 0.093£0.01x° 0.159+0.01y° 0.1530.01y°
(%) 60 0.11740.01x> 0.22610.02y° 0.19340.01z°

90 0.15240.00x° 0.31820.02y* 0.27010.01z"

1 1.46£0.16x* 2.97+0.45y* 3.30£0.01y*

% 12 TCA'da 15 2.58+0.30x 3.1240.25xy* 4.1740.29y*
Coziinen Azot 30 4.58+0.42x° 5.90+0.44y° 5.95+0.38y"
(% Azot) 60 5.83+0.82x" 8.99+1.09xy° 7.76£0.07y°
90 ' 7.5620.51x° 13.46:0.80y¢ 10.69+0.412°

1 0.010+0.00x* 0.02310.00y* 0.022+0.00y"

% 5 PTA'da Céziinen 15 0.011£0.00x™ 0.020£0.00y* 0.02310.00y"
Azot 30 0.01620.00x™ 0.037+0.00y*® 0.02540.002*

(%) 60 0.0200.00x® 0.05010.01y° 0.0410.012®

90 0.032:+0.00x° 0.076:0.01y° 0.053£0.012

1 0.51+0.05%* 0.84+0.07y* 0.83+0.03y*

% 5 PTA'da Cdzinen 15 0.57+0.11x° 0.75+0.03xy* 0.90£0.04y*
Azot 30 0.800.12x° 1.3740.18y™ 0.98+0.14xy"

(% Azot) 60 0.98+0.20x" 2.0110.40y" 1.63+0.20xy"
90 1.5940.27x° 3.22+0.48y° 2.12+0.217°

1 1.88+0.01x* 2.49+0.12y* 2.40+0.052°

Kazein 15 1.850.09x* 2.43+0.06y™ 2.33+0.08y°
Azotu 30 1.76£0.07x% 2.420.11y® 2.24+0.10y°
(%) 60 1.7240.03x* 2.1740.04y" 2.12+0.10y°

90 1.55£0.09x" 1.87+0.02y° 2.03+0.072°

1 93.7040.37x* 92.12+0.33xy* 90.20+0.82y"

Kazein 15 91.6940.11x° 89.54+0.52xy® 88.70+0.21y*
Azotu 30 86.85+0.74x° 89.44+1.13y° 87.1340.59xy™

(% Azot) 60 85.39+0.66x° 86.20+0.82x° 85.2240.33x"
90 76.32+0.72x¢ 79.15+0.72y" 80.31+2.05v°

1 0.097+0.00x" 0.132+0.00y* 0.17240.027°

Proteoz-Pepton 15 0.115%0.01x° 0.198+0.02y° 0.188+0.022°
Azotu 30 0.174+0.00x° 0.125+0.01y* 0.177£0.02x*
(%) 60 0.179+0.03x¢ 0.12340.05y* 0.175£0.01x*

90 0.3300.04x¢ 0.175£0.04y" 0.226+0.04y"

1 4.84+0.27x"° 4.91£0.18x* 6.49+0.48y*

Proteoz-Pepton 15 5.73+0.38x° 7.3420.60y" 6.75+0.78xy"
Azotu 30 8.57+0.32x" 4.65+0.70y* 7.13+0.837°

(% Azot) 60 8.77£1.24x° 4.81+1.85y* 7.02+0.40x*
90 16.12+1.14x° 7.39£1.51y° 8.99+1.78y"

x,y,z: Aymt satirda farkh harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0.05 dtizeyinde farkhdir.
255 Ayni stitunda farkl: tistel harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0.05 ditzeyinde farklidir.
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Olgunlasmanin baslangicinda A peynirinde starter bulunmamasi nedeniyle
suda ¢Oziinen azot orami, diger peynirlere gore disik diizeyde kalmustir.
Olgunlagmanin 15. gilinlinde A peynirinin suda ¢bziinen azot oraninin diger
peynirlerden Onemli diizeyde diisik degerlerde ve farkli oldugu goriilmiis,
olgunlagmanin ilerleyen doénemlerinde bu farkhlik énemini yitirmigtir. 90 giinlitk
olgunlagma siiresi sonunda en yliksek deferi A peyniri almistir (% 23.68). A
peynirinde meydana gelen proteolize, starter igermediginden dolay: peynire sonradan
kontamine olabilen starter olmayan mikroorganizmalarin da etkili oldugu

diigtiniilmektedir.
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Sekil 4.9. Beyaz peynirlerinde olgunlagma siiresince saptanan suda ¢dziinen azot
oranlari

Moatsou ve ark. (1999), starter ilave edilen ve starter ilave edilmeyen
Greviera Kritis peynirleri arasinda tiim olgunlasma dénemlerinde suda ¢6ziinen azot
oranlant agisindan Onemli diizeyde bir farklilik saptayamamuslardir. Arastiricilar,
bunun nedenini starter olmayan bakterilerin starter bakterilere benzer nitelikte suda
¢oziinen azot degerinde etkili olabilen proteolitik aktivitesine baglamislardir.
Karakus ve Alperden (1995), Beyaz peynirde farkl starter kullamminin peynirin
suda ¢dziinen azot degerlerinde dnemli bir farklilik yaratmadifini vurgulamis ve en

yiiksek degerlerin olgunlagmanin son déneminde elde edildigini belirtmislerdir.
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Fenelon ve ark. (1999), Shakeel-Ur~Rehman ve ark. (1999) ve Subramanian
ve ark. (1992a), farkli starterlerle iirettikleri Cheddar peynirlerinde olgunlagsma
siiresince peynirlerin suda ¢dziinen azot oranlar1 arasinda bir farkliik olmadigim, bu
degerlerin olgunlasma boyunca artig gosterdigini bildirmislerdir. Buna kargilik. Ozcan
(2000), Sarantinopoulos ve ark. (2002), Hannon ve ark. (2003), kullanilan bakteri
farkliliginin suda ¢oziinen azot degerleri lizerinde Onemli etkiye sahip oldugunu
/belirtmislerdir. Visser (1977b), starter kullanilarak iiretilen peynirlerde bu degerin
daha yiiksek ¢ikabilecegini, suda ¢oziinlir azotun “olgunlagmanin genisligi” veya
“olgunlagmanin ¢evresi” ile ilgili bir veri oldugunu, burada gogunlukla rennetin etkili
olmasina kargilik az da olsa starterin etkisinin bulundugunu bildirmistir. Arastiric,
starterin suda ¢6ziiniir azot izerinde gok az etkili oldufunu ve starterin daha ¢ok
“olgunlasmanin derinligi” ya da peynirde amino asit azotu {izerinde 6nemli etkilere
sahip oldugunu vurgulamistir.

Olgunlagma siiresince tim peynirlerde suda ¢oziinen azot oranlan artig
gostermigtir (Sekil 4.9). Bu artislar olgunlagmanin ilk 60 gilinlinde daha yavas iken,
olgunlagsmanin 90. glintinde izl olmustur. Yapilan varyans analizi sonunda starter
kullamminin peynirlerin suda ¢6ziinen azot oranlari lizerinde etkili olmadif,
olgunlagma siiresi ve starter x olgunlagma siiresi interaksiyonunun p<0.01 diizeyinde

dnemli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Farkh Starterlerle Uretilen Beyaz Peynirlerde Suda Coziinen Azot
Degerlerine Ait Varyans Analizi Sonuglar

Varyasyon Kaynaklari SD KO F Degeri P
Starter 2 3.445 1.68 0.208
Olgunlagma Siiresi 4 236.564 115.18  <0.001
Starter x Olgunlagma Siiresi 8 8.041 3.92 0.004
Hata 24 2.054

A peynirinde olgunlagsmanin 90. gliniinde saptanan suda ¢dziinen azot oram
en yiiksek deger olup (% 23.68) ayni olgunlasma déneminde B ve C peynirlerinde bu
degerler sirasiyla % 20.85 ve % 19.69 olmustur. A peynirinin pH degerinin yiiksek

olmas1 olgunlagmanin ilerleyen dénemlerinde suda ¢dziinen azot oranimin yiiksek
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olmasima neden olmugtur. Peynirde pH degerinin yiiksek olmasinin, plasminin aktif
hale gelerek suda ¢oziiniir karakterli proteoz~pepton azotu olusturmasina neden
oldugu belirtilmektedir (Rank ve ark, 1985; Fox ve ark, 2000). Benzer sonuglar
Cheddar peynirinde de belirlenmistir (Lynch ve ark, 1997). Peynirlerin suda ¢6ziinen
azot oranlarindaki bu artiglarin olgunlasmamin 60. giiniinden sonra daha hizli
artmasinin starter bakterilerin lize olmasi ile peynir kitlesinde proteolitik veya
peptidolitik enzimlerin artmasindan kaynaklanmistir. Ortaya ¢ikan bu enzimler,
bliylik molekiillii peptidlerin kiigtik molekiillii peptidlere veya amino asitlere
doniismelerine yol a¢maktadirlar (Meijer, 1997). Peptidlerin parcalanmas: ile
hidrofilik &zellikleri de arttifindan (McSweeney ve Fox, 1997), suda ¢6ziinen azot
miktarinda artiy goézlemlenmektedir. Ruyter ve ark. (1996) ve El-Soda ve ark.
(2000), lizis sonucu ortaya gikan serbest enzimler nedeniyle, peynirde olgunlasmanin
hizlandifim ve bakteriyel yolla hizli olgunlastirmanin giincel ve etkili bir yéntem
oldugunu vurgulamiglardir.

Bu konuda yapilan calismalarda, genellikle olgunlagma siiresinin peynirin
suda ¢dziinen azot degerleri {izerinde etkili oldugu saptanmustir, Baz1 aragtiricilar 90
giin siire ile olgunlastirdiklar peynirlerde suda ¢6ziinen azot degerlerini cogunlukla
% 20 diizeylerinde bulmuslardir (Vafopoulou ve ark, 1989; Law ve ark, 1992;
Simgek, 1995; Drab ve ark, 1999; Moatsou ve ark, 1999; Pavia ve ark, 2000a; Ozcan,
2000; Moatsou ve ark, 2002; Michaelidou ve ark, 2003). Bu ¢alismada, suda ¢6ziinen
azot oranlarina iligkin sonuglar, yukarida belirtilen galigmalarda bulunanlara yakin
degerlerdedir. Buna karsin, Litopoulou-Tzatenaki ve ark. (1993) Feta peynirinde
olgunlasmanin 75. giininde bu degerin % 27, Lynch ve ark. (1996) Cheddar
peynirinde % 25, Dagdemir (2001) Beyaz peynirde olgunlasmamn 90. giiniinde % 57
diizeylerinde oldugunu belirtmislerdir.

4.5.1.3. % 12 Trikloroasetik Asitte (TCA) Coziinen Azot Oranlarn

% 12 TCA’da ¢bzlinen veya bir bagka deyisle protein olmayan azot oranlari

(Alichanidis ve ark, 1984; Pappas ve ark, 1996; Giirsoy ve ark, 2001), orta ve kisa
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zincirli peptidler ile amino asitlerden olugmaktadir (Fox, 1989; McSweeney ve Fox,
1997).

Olgunlagmanin baslangicinda en diisiik % 12 TCA’da ¢6ziinen azot oran1 A
peynirinde saptanirken, en yliksek C peynirinde saptanmugtir. Startersiz iiretilen A
peyniri ile starterli olarak {iretilen B ve C peynirlerinin % 12 TCA’da ¢6ziinen azot
oranlar1 arasinda Onemli derecede farklilik oldugu bulunmustur (p<0.01).
Olgunlagsmanin dier asamalarinda da bu farklilik devam etmistir. Starter ilave edilen
B ve C peynirlerinin, % 12 TCA’da ¢6ziinen azot oranlar sadece olgunlasmanin 1.
ve 30. giinlerinde birbirine yakin degerler alirken, diger olgunlasma dénemlerinde

birbirlerinden 6nemli diizeyde farkh degerler almiglardir (p<0.01).
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Sekil 4.10. Beyaz peynirlerde olgunlasma siiresince saptanan % 12 TCA’da ¢6ziinen
azot oranlan '

Starter bakteri ilavesinin peynirlerde suda ¢oziinen azot oranlarindan daha
¢ok % 12 TCA’da ¢6ziinen azot degerleri lizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Suda
¢oziinen azot fraksiyonlanmin (bilyilk peptidler) olusumunda daha ¢ok siit
pihtilastiric1 enzimlerin etkileri s6z konusu iken (O’Keeffe ve ark, 1976; Visser,

1977b; O’Keeffe ve ark, 1978; Lane ve Fox, 1996), % 12 TCA’da ¢bziinebilen
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fraksiyonlarn (kisa zincirli peptidler, amino asitler, amonyak ve diger minor
bilesenler) olusumunda starter enzimlerinin etkili oldugu belirtilmektedir (Grappin
ve ark, 1985; Rank ve ark, 1985; Fox, 1989; Pavia ve ark, 2000a). B ve C
peynirlerinin tretiminde kullanilan bakterilerin farkli proteolitik aktiviteye sahip
olmalar1 nedeniyle % 12 TCA’da ¢bzilinen azot oranlar1 p<0.01 diizeyinde dnemli
bulunmustur. Bu konuda yapilan diger caliymalarda da starter bakterilerin % 12
TCA’da ¢oziinen azot degerleri iizerinde 6nemli etkilere sahip oldugu saptanmigtir
(Vafopoulou ve ark, 1989; Litopouloﬁ—Tzanetaki ve ark, 1993; Pappas ve ark, 1996;
Carmona ve ark, 1999; Drab ve ark, 1999).

Sekil 4.10°da da goriildiigi gibi, peynirlerin % 12 TCA’da ¢dziinen azot
oranlar1 olgunlagsma siiresince artis gostermistir. Sadece, olgunlasmanin 1. giinii ile
15. giinii arasindaki artiy 6nemsiz bulunmugtur. 15. giinden sonraki dénemlerde
peynirler arasindaki farklilik daha belirgin duruma gelmistir. 60. giinde ise, en
yliksek % 12 TCA’da ¢6ziinen azot orani B peynirinde (% 8.99), en diisiik ise starter
katilmayan A peynirinde (% 5.83) saptanmustir. Olgunlagmanin 90. giinlinde de
benzer durum devam etmis ve B peynirinin % 12 TCA’da ¢dziinen azot oram1 %
13.46 diizeyine ulasmustir. Olgunlagsmanin son ddneminde &rnekler arasindaki
farklilik daha da artmis ve bu farklilik istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde Snemli
bulunmustur. Varyans analizi sonucunda; starter uygulamasinin, olgunlasma
stiresinin ve bunlarn interaksiyonunun peynirlerin % 12 TCA’da ¢oziinen azot

degerleri lizerinde 6nemli derecede etkili oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Farkl Starterlerle Uretilen Beyaz Peynirlerde % 12 TCA’da C6ziinen
Azot Degerlerine Ait Varyans Analizi Sonuglan

Varyasyon Kaynaklari SD KO F Degeri P
Starter 2 26.016 59.78  <0.001
Olgunlasma Stiresi 4 95.389 219.17  <0.001
Starter x Olgunlagma Siiresi 8 3.721 8.55  <0.001
Hata 24 0.435
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Karakus ve Alperden (1995), Moatsou ve ark. (1999) ve Michealidou ve ark.
(2003) starter farkliligimin % 12 TCA’da ¢dziinen azot degerleri iizerine &nemli
derecede etki etmedifini veya olgunlagsmanin belirli agsamalarinda etkili oldugunu
bildirmiglerdir. Baz1 aragtiricilar, % 12 TCA’da ¢bziinen azot oranlariun 90 giin
olgunlastinlmis peynirlerde % 15 diizeyinde oldugunu belirtirlerken (Vafopoulou ve
ark, 1989; Litopoulou-Tzanetaki ve ark, 1993; Pavia ve ark, 2000b), bazilar1 da %
10-12 arasinda oldugunu agiklamiglardir (Mallatou ve ark, 1994; Simgek, 1995;
Drab ve ark, 1999; Pappa ve Anifantakis, 2001b; Benech ve ark, 2003; Michaelidou
ve ark, 2003). Bu galismada starter ilave edilerek iiretilen B ve C peynirlerinde
saptanan degerler, yukarida bildirilen kaynaklardaki verilerle benzerlik gosterirken,

A peynirinde saptanan degerlerin daha diisiik diizeylerde kaldig1 goriilmiistiir.

4.5.1.4. % S Fosfotungstik Asitte (PTA) Coziinen Azot Oranlar:

Peynirin % 5 PTA’da ¢6ziinen fraksiyonlarin, 700 Dalton’dan (Gonzalez de
Llano ve ark, 1991) veya 600 Dalton’dan kii¢lik olan peptidler (di—, tri— ve tetra—
peptidler) ile amino asitler oldugu belirtilmektedir (Jarrett ve ark, 1982; McSweeney
ve Fox, 1997; Hannon ve ark, 2003).

Peynirlerin % 5 PTA’da ¢6ziinen azot oranlan Cizelge 4.12°de gosterilmistir.
Peynirlerin % 5 PTA’da ¢&ziinen azot oranlar olgunlagsmanin baglangicinda starter
katilan B ve C peynirlerinde birbirine yakin degerlerde iken (sirasiyla % 0.84 ve %
0.83), startersiz iiretilen A peynirinde bu deger % 0.51 olarak bulunmustur. A
peynirindeki bu farkhilik istatistiksel yonden Onemli bulunmustur (p<0.01).
Olgunlagma ilerledik¢e her 3 peynir arasindaki farklhilik artmis ve 6nemli diizeye
cikmistir. Olgunlasmanin 90. giiniinde en yliksek % 5 PTA’da ¢6ziinen azot orani B
peynirinde saptanirken (% 3.22), en diisik deger starter ilave edilmeyen A
peynirinde bulunmustur (% 1.59). Starter farklilifimin peynirlerin % 5 PTA’da
¢oziinen azot oranlari tizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.01).

Litopoulou—Tzanetaki ve ark. (1993) ve Pappa ve Anifantakis (2001b), Feta
peynirinde kullandiklan starterlerin % 5 PTA’da ¢6ziinen azot degerleri iizerinde

farkli etkiler yarattifini belirtmiglerdir. Cheddar (Law ve ark, 1992; Law ve ark,
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1993; Hannon ve ark, 2003) ve Gouda tipi peynirlerde (Visser, 1977b; Drab ve ark,
1999) farkli bakteri kullanmimimin peynirin % 5 PTA’da ¢6ziinen azot degerleri
tizerinde 6nemli derecede etki yaptig1 bildirilmigtir. Carmona ve ark. (1999), starter
ilave edilmeyen peynirlerde % 5 PTA’da ¢6ziinen azot degerinin diigiik

bulunabilecegini belirtmislerdir.

%5 PTA'da Goziinen Azot (% Azot)
N
©
o

1 15 30 60 90
Olgunlagma Siresi (Gun)

Sekil 4.11. Beyaz peynirlerde olgunlagma siiresince saptanan % 5 PTA’da ¢oziinen
azot oranlan

% 5 PTA’da ¢Oziinen azot oranlari, olgunlagmanin baglangicindan itibaren
stirekli artig g6stermigtir (Sekil 4.11). % 12 TCA’da ¢dzlinen azot oranlarinda oldugu
gibi, % 5 PTA’da ¢6ziinen azot oranlar1 da olgunlasmanin 15. giiniine kadar 6nemli
bir artig gbstermemis, 30. gilinden sonra bu degerlerde hizhh bir artis meydana
gelmigtir. Peynirlerin olgunlasma stiresi igerisinde goriilen bu artig, istatistiksel
olarak O6nemli bulunmustur (p<0.01). Olgunlagsma ilerledikce, starter katilan
peynirlerin % 5 PTA’da ¢6ziinen azot oranlar1 arasindaki farkliligin daha belirgin
hale geldigi goriilmistir. % 5 PTA’da ¢Oziinen fraksiyonlar iizerine starter
bakterilerin proteolitik aktivitelerinin etkisinin 6nemli diizeyde oldugu (Exterkate ve

ark, 1987) ve farkli peptidolitik enzim sistemine sahip bakterilerin peynirde farkli
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miktarlarda peptid ve amino asit birikimi saglayabilecekleri belirtilmektedir (Crow
ve ark, 1993). Bu arastirmada, peynirlerin % 5 PTA’da ¢6zlinen azot fraksiyonlar
ozellikle olgunlasmanin ilerleyen asamalarinda belirgin farkliliklar gostermis ve
varyans analizinde starter uygulamasimn, olgunlagma siiresinin ve bunlarin

interaksiyonunun énemli diizeyde etkili oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. Farkli Starterlerle Uretilen Beyaz Peynirlerde % 5 PTA’da Céziinen
Azot Degerlerine Ait Varyans Analizi Sonuglar

Varyasyon Kaynaklar SD KO F Degeri P
Starter 2 2.108 25.80 <0.001
Olgunlagma Siiresi 4 3.973 48.63  <0.001
Starter x Olgunlagma Siiresi 8 0.306 3.75 0.006
Hata 24 0.0816

% 5 PTA’da ¢bziinen azot oranlarinin, peynirin olgunlagmas: siiresince artig
gosterdigi ¢esitli arastiricilar tarafindan ortaya konulmustur (Choi ve Kim, 1990;
Vofapoulou ve ark, 1989; Tzanetakis ve ark, 1991; Vafopoulou—Mastrojiannoki ve
ark, 1991; Giiler, 1999; Litopoulou—Tzanetaki ve ark, 1993; Hannon ve ark, 2003;
Michaelidou ve ark, 2003; Poveda ve ark, 2003a) Arastiricilarin bir ¢ogu bunun
nedeninin, olgunlagma siiresince ortaya gikan kiigiik molekiillii peptidlerin ve amino
asitlerin % 5 PTA’da ¢6ziiniir 6zellik go6stermesinden kaynaklandigin
belirtmiglerdir.

Peynirin serbest amino asit miktar1 ile ilgili ¢ok dnemli bilgiler veren % 5
PTA’da ¢oziinen azot oranlarinin, spektrofotometrik olarak peynirin toplam serbest
amino asit miktarinin belirlendigi TNBS yontemi (Jarrett ve ark, 1982) ve Ninhidrin
yontemi (Pavia ve ark, 2000a, 2000b) ile dogrusal yonlii giliclii bir iliski igerisinde
oldugu belirtilmektedir. Yapilan bu ¢alismada da, peynirlerin % 5 PTA’da ¢oziinen
azot oranlarinin olgunlagma stirecinde Ninhidrin y6ntemi ile belirlenen tdplam amino
asit degerleri ile birlikte artig gosterdigi, starter ilavesinin ve starter farklilifinin bu

dzellik tizerinde 6nemli diizeyde etkiye sahip oldugu goriilmiisttir.
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4.5.1.5. Kazein Azotu Oranlari

Ham kazein olarak da tamimlanan ve olgunlasma siiresince siirekli azalan
kazein azotu, olgunlagsmanin baslangicinda en yliksek A peynirinde (% 93.70), en
diisik C peynirinde (% 90.20) saptanmis ve peynirler arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak ¢nemli bulunmustur (p<0.05). Peynirlerin kazein oranlarindaki
degisim olgunlasma siiresince farkliliklar gdstermistir. Olgunlagmanin 1. ve 30.
giinlerinde starter kullanilan B ve C peynirleri arasinda, 15. ve 90. giinlerinde de
starter kullamilmayan A peyniri ile diger peynirler arasinda énemli diizeyde farklihk
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Olgunlasmanmn 60. giiniinde ise, peynirlerin kazein

azotu oranlari birbirlerine yakin degerler almislardir.

100
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90 1
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Sekil 4.12. Beyaz peynirlerde olgunlagma siiresince saptanan kazein azotu oranlar

Peynirlerin kazein oranlan, olgunlagmanin ilerlemesi ile azalmig ve
olgunlagmanin 90. giiniinde peynirler en diisiik kazein oranlarina sahip olmuslardir.
Kazein oranlar1 olgunlagsmanin ilk 60 giinii iginde dogrusal bir azalis gdstermis (Sekil
4.12), 60. giinden sonra daha hizli bir azalis goriilmiigtiir. Starter ilave edilen

peynirler arasinda, en fazla azaliy B peynirinde saptanmig ve &rneklerin
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elektroforetik analizlerinde en fazla kazein hidrolizinin B peynirde oldugu
goriilmiistiir. Varyans analizi sonucunda starter uygulamasimin énemli bir etkisinin
olmadigi, olgunlasma siiresi ile stater x olgunlagma siiresi interaksiyonunun
peynirlerin kazein azotu oranlan iizerindeki etkilerinin 6nemli oldugu saptanmustir

(Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Farkh Starterlerle Uretilen Beyaz Peynirlerde Kazein Azotu
Degerlerine Ait Varyans Analizi Sonuglari

Varyasyon Kaynaklar SD KO F Degeri P
Starter 2 3.582 1.70 0.203
Olgunlagma Stiresi 4  240.769 11446  <0.001
Starter x Olgunlagma Stiresi 8 8.069 3.84 0.004
Hata 24 2.103

Fenelon ve Guinee (2000), Cheddar peynirlerinde ham proteinin olgunlagsma
siiresince dogrusal bir azahig gosterdigini bildirmislerdir. Kazein azotu oranlarimin
belirtilmedigi diger ¢alismalarda, peynirlerin olgunlagsma siiresince suda veya pH
4.6’da ¢bziinen azot oranlarinda artig oldugu, buna karsin toplam azot oranlarinda ise
azalis oldugu belirtilmigtir. S6z konusu ¢alismalarda verilen sonuglardan kazein
oranlar1 hesaplandiinda, bu oraminin olgunlagma siiresince azaldig1 saptanmigtir.

Cizelge 4.12 incelendiginde, B ve C peynirlerinde kazein oranlarinda daha
belirgin bir azalis meydana gelirken, A peynirinde 15. giine kadar kazein azotu
oranlar1 6nemli bir degisiklige ugramamis 30. ve 90. giinlerde belirgin bir sekilde
azalmigtir. A peynirinin pH 4.6’da ¢6ziinmeyen fraksiyonlarimn urea~PAGE
elektroforetograminda, kazeinlerin en fazla olgunlagmamn 30. giiniinden sonra
par¢alanmaya basladigi ve 60. glinden sonra og—kazein pargalanma bolgesinde
belirgin bantlar oldugu saptanmistir. A peynirindeki bu farkliliin en &nemli
nedenlerinden birinin, peynire sonradan kontamine olabilen ve olguniasmanin belirli
bir asamasindan sonra peynir florasina hakim olan diger kontamine bakterilerin

proteolitik etkileri oldugu diislintilmiistiir (Hynes ve ark, 2003).
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Bu konuda yapilan caligmalarda kazein oranlar1 verilmediginden, bu
calismada bulunan sonuglar bagka ¢alismalarla kargilasgtinlamamigstir. Peynirlerin
urea—PAGE elektroforetik analizleri yapildifindan ve kazeindeki par¢alanmalar daha
spesifik olarak belirlendiginden bu konudaki tartismalara daha ayrintili olarak boliim
4.3.2.1.de yer verilmistir.

4.5.1.6. Proteoz—Pepton Azotu Oranlan

Olgunlasmanin 1. gilinlinde en ytiksek proteoz-pepton azotu oranlar1 C
peynirinde bulunmus ve bunu sirasiyla B ve A peynirleri izlemistir. A ve B peynirleri
birbirine yakin degerler alirken, C peynirinin istatistiksel olarak farkli diizeyde
proteoz—pepton azotu igerdigi saptanmistir (p<0.01). Olgunlagsmanin ilk 60 giinii
icinde starter ilave edilen B ve C peynirleri arasindaki farklilik 6nemli iken, starter
katilmayan A peynirinin proteoz—pepton azotu oranlarimin dier peynirlerle
olgunlagma siiresince 6nemli diizeyde farkli oldugu belirlenmistir (p<0.05). En

belirgin farklilik olgunlagsmanin 90. giiniinde saptanmisgtir.
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Sekil 4.13. Beyaz peynirlerde olgunlagsma sliresince saptanan proteoz—pepton azotu
oranlar1
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A peynirinin proteoz—pepton azotu oranlari olgunlagma siiresi boyunca diger
peynirlerden daha yiiksek oranda artig gostermistir (Sekil 4.13). Bu durum, suda
¢oziinen azot degerlerinin % 12 TCA’da ¢oziinen azot degerlerinden daha fazla
oranda artig gostermesinden kaynaklanmaktadir. Ciinkii, % 12 TCA’da ¢dziinen azot
oranlar tizerinde daha ¢ok starter enzimleri rol oynadigindan, starter kullanilmayan
A peynirinde % 12 TCA’da ¢dziinen azot oranlari daha diisiik diizeylerde kalmagtir.

Peynirlerin proteoz-pepton azotu degerlerinde olgunlagmanin 60. giiniine
kadar diizensiz de olsa bir artis olmustur. Olgunlasmanin 60. giiniinden sonra gériilen
artis daha hizli olmug ve olgunlagmanin bu déneminde her 3 peynirde de en yiiksek
degerleri almustir. A peynirinde 15. gline kadar meydana gelen artis Snemli
bulunmazken, 60. glinde belirgin bir artis gézlenmemis, ancak 90. giinde nemli bir
artis olmustur. Olgunlasma siiresince A peynirinde meydana gelen artis p<0.01
diizeyinde 6nemli bulunmugtur. Peynirde pH degerinin yiiksek olmasi, plasminin
aktivite olmasma neden oldugu ve plasmin B—kazeinin N—terminalinde par¢alanma
yaparak proteoz—-pepton azotu degerlerinde artis meydana getirdigi belirtilmektedir
(Visser, 1977b; Lynch ve ark, 1997).

Varyans analizinde starter uygulamasinin, olgunlasma siiresinin ve starter x
olgunlasma siiresi interaksiyonunun peynirlerin proteoz-pepton azotu oranlar

tizerinde onemli derecede etkili oldugu ag1ga ¢cikmgstir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Farkli Starterlerle Uretilen Beyaz Peynirlerde Proteoz—Pepton Azotu
Oranlarina Ait Varyans Analizi Sonuglar

Varyasyon Kaynaklari SD KO F Degeri P
Starter 2 0.005 3.02  0.037
Olgunlasma Stiresi 4 0.016 8.72  <0.001
Starter x Olgunlagma Stresi 8 0.007 412  0.003
Hata 24 0.0018

Simsek (1995), Beyaz peynirlerde proteoz—pepton azot degerlerini % 3.5—
15.5 arasinda ve ortalama % 7.7 diizeyinde oldugunu belirtirken, diger arastiricilarin

(Litopoulou-Tzanetaki ve ark, 1993; Mallatou ve ark, 1994; Karakus ve Alperden,
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1995; Giirsoy ve ark, 2001) saptadiklar1 suda ve % 12 TCA’da ¢oziinen azot
degerleri dikkate alindiginda proteoz—pepton azotu oranlanmin % 5-15 arasinda
depistigi belirlenmistir. Bu caligmada da, ozellikle starter ilave edilmis B ve C

6meklerinde elde edilen sonuglar, yapilan qalismalara benzerlik géstermektedir.
4.5.2. Toplam Serbest Amino Asit Miktarlar

Proteinlerdeki toplam serbest amino asit miktarlari, amino asitlerin
fonksiyonel amino gruplanmin kromofor bir madde ile boyandiktan sonra
belirlenmektedir (Wallace ve Fox, 1998). Toplam serbest amino asit miktarlar,
spektrofotometrik olarak 507 nm’de saptanms ve absorbans degerleri standart egriye
gore mg Leu/g’a doniistiiriilmiigtir. Bulgularin degerlendirilmesi yapilirken, mg

Lew/g cinsinden sonuglar dikkate alinmagtir.

Cizelge 4.18. Beyaz Peynir Orneklerinin Toplam Serbest Amino Asit Miktarlar:

Olgunlasma
Stiresi 507 nm’deki absorbans mg Leu/g peynir
(Giin) A B C A B C
1 0.096+0.01x*  0.261+0.03y"  0.238+0.01y° 2.4020.07x°  3.95+0.16y"  3.730.10y°
15 0.143+0.02x*  0.349+0.06y!  0.259+0.02z° 2.84+0.20x®  4.78+0.54y  3.93+0.227°
30 0.201£0.02x®  0.472+0.10y*  0.354+0.032° 3.39£0.17x®  5.95+0.55y™  4.8310.302°
60 0.22240.03x°  0.582+0.02y"  0.394+0.062° 3.59+0.25x°  6.99+0.21y°  5.21+0.562°
90 0.471£0.03x*  0.914+0.08y°  0.562+0.082* 5.9410.28x"  10.1240.79y" 6.79+0.74x"

X,y,Z: Ayni satirda farkl: harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0.05 diizeyinde farkhdur.
abed. Ayn stitunda farkli tistel harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0.05 diizeyinde farklidir.

Peynirlerin igerdikleri toplam serbest amino asit konsantrasyonlari
incelendiginde, starter katilmayan A peynirinin tlim olgunlagsma dénemlerinde B ve
C peynirlerinden daha diisiik diizeyde kaldign goriilmiistir. B ve C peynirleri
olgunlagmanin 1. giintinde birbirlerine benzerlik gostermis (sirasiyla 3.95 ve 3.73 mg
Leu/g), olgunlasma ilerledikce bu peynirler arasindaki farklar artmis ve

olgunlagsmanin 60. ve 90. giinlerinde saptanan farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli
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diizeye ¢ikmustir (p<0.05). Toplam serbest amino asit konsantrasyonunda en hizh
artiy B peynirinde goriilmiis ve B peyniri olgunlagsmamin 60. giiniinde A ve C
peynirlerinin  olgunlasmanin  90. giinlinde sahip olduklan amino asit
konsantrasyonlarindan daha yiiksek degerler almustir. Lane ve Fox (1996) Cheddar
peynirlerinde olgunlasmanin 4. ayinda serbest amino asit konsantrasyonunun 2.3 mg
Leu/g, Pavia ve ark. (2000a) Manchego peynirlerinde bu degerin yaklasik 6 mg
Lew/g oldugunu belirtmislerdir.

Sekil 4.14’te goriildiigii gibi, olgunlagma siiresince peynirlerin toplam serbest
amino asit konsantrasyonunda o&nemli bir artiy olmustur. En yiiksek artislar,
olgunlagmanin 60-90 giinleri arasinda gerceklesmistir. C peynirindeki amino asit
konsantrasyonu bagslangigta B peyniri ile yaklasik degerlerde iken, olgunlagma siiresi

igerisinde C peynirindeki artis daha yavas, B peynirindeki artig daha hizli olmustur.
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Sekil 4.14. Beyaz peynirlerde olgunlasma siiresince saptanan toplam serbest amino
asit miktarlari

Peynirlerin toplam serbest amino asit konsantrasyonunun olgunlasma siiresi
ilerledikge genellikle dogrusal bir artig gosterdigi diger ¢alismalarda da

belirlenmigtir.  Arastincilanin  bazilari, yaptiklani ¢alismalarda amino  asit

93




4, ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ali Adnan HAYALOGLU

konsantrasyonunu mg/g, bazilar1 mM, bazilar ise sadece absorbans degerleri olarak
vermislerdir. Ancak, arastiricilarin ulastiklar ortak nokta, starterin toplam serbest
amino asit olusumunda 6nemli diizeyde etkiye sahip oldugu ve her bir starterin farkh
konsantrasyonlarda amino asit olusturdugudur (Law ve ark, 1993; Farkye ve ark,
1995; Yiizbasi, 1996; Lynch ve ark, 1996; Shakeel-Ur—-Rehman ve ark, 1999;
Giirsoy ve ark, 2001; Kandarikis ve ark, 2001). Yapilan istatistiksel analiz
sonucunda, peynirler arasindaki farklilikk p<0.01 diizeyinde 6nemli bulunmus,
olgunlagma stiresinin ve starter x olgunlagma siiresi interaksiyonunun toplam serbest

amino asit olusumuna nemli diizeyde etkisinin oldugu saptanmigstir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. Farkli Starterlerle Uretilen Beyaz Peynirlerde Toplam Serbest Amino
Asit Degerlerine Ait Varyans Analizi Sonuglar

Varyasyon 507 nm’deki absorbans mg Leu/g peynir

Kaynaklan SD KO FDegeri P SD KO FDegeri P
Starter 2 0313 9322 <0.001 2 27944 93.22 <0.001
Olgunlagma Stiresi 4 0.277 82.55 <0.001 4 24746 82.55 <0.001
Starter x Olg. Siiresi 8 0.015 441 0.002 8 1.323 441 0.002
Hata 24 0.003 24 0.299

Lynch ve ark. (1997), starter ilave edilen Cheddar peynirlerinde daha yiiksek
konsantrasyonda amino asit saptandifini bildirmislerdir. Law ve ark. (1992), UC317
ve HP suslan ile tirettikleri Cheddar peynirlerinde Cd-Ninhidrin yontemi ile
saptadiklar1 toplam amino asit degerlerinin (507 nm’deki absorbans) birbirinden
farkl1 oldugu ve bulunan degerlerin % 5 PTA’da ¢ziinen azot degerleri ile olduk¢a
uyumlu bir sekilde degistigini saptamiglardir. Ciinki, peptidlerin hidrolizi sonucunda
daha kii¢iik peptidler ve amino asitler olugsmakta ve olusan yeni bilegsenler de Cd—
Ninhidrin reaktifi ile yeni gruplar olusturmaktadir (Madkor ve ark, 1987). Bu
calismada da, Ninhidrin yontemi ile belirlenen serbest amino asit miktarlari, % 5
PTA’da ¢oziinen azot oranlar ve serbest amino asit kompozisyonu ile uyum iginde

oldugu, bu analizlerle de B peynirinin en yliksek degerlere sahip oldugu goriilmiistiir.
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4.5.3. Amino Asit Kompozisyonu

Beyaz peynirlerde olgunlagmanin 60. giiniinde belirlenen serbest amino asit
kompozisyonu mg/100g peynir olarak ve her bir amino asitin toplam amino asit
miktarindaki % oranlari Cizelge 4.20°de verilmistir. Beyaz peynirin tam olarak
olgunluga eristigi 60. giinde 6nemli diizeyde serbest amino asit varlifi saptanmustir.
Toplam serbest amino asit konsantrasyonu A peynirinde 93.549 mg/100 g, B
peynirinde 341.562 mg/100 g ve C peynirinde 107.965 mg/100 g diizeyinde
saptanmigtir. Sekil 4.15°te goriildiigi gibi, peynir drneklerinde en fazla miktarda
Leu, Glu, Phe ve Lys amino asitlerine rastlanmustir. Cis amino asiti, C peyﬁirinde

yiiksek konsantrasyonda bulunmus, ancak peynirlerdeki miktar diigiik diizeylerdedir.

Cizelge 4.20. Beyaz Peynirlerde Olgunlasmanin 60. Giinlinde Saptanan Amino Asit
Kompozisyonu (mg/100 g) ve % Oranlar

Amino asitler A % orani B % orant C % orani
CIS 4.08 436 25.829 7.56 18.502 17.14
ASP 2.054 2.20 11.298 3.31 5.734 5.31
THR 1.460 1.56 4.323 1.27 1.065 0.99
SER 1.243 1.33 21.630 6.33 2.892 2.68
GLU 14.203 15.18 45.672 13.37 14.314 13.26
PRO 2383 2.55 14.037 4.11 4.537 4.20
GLY 0.986 1.05 6.247 1.83 1.384 1.28
ALA 4.468 4.78 6.176 1.81 1.774 1.64
CYS 3.466 3.71 4.774 1.40 4.904 4.54
VAL 7.129 7.62 19.803 5.80 4.631 429
MET 0.926 0.99 8.927 2.61 1.979 1.83
ILE 0.704 0.75 10.097 2.96 4.717 4.37
LEU 20.521 21.94 70.913 20.76 11.941 11.06
TYR 8.374 8.95 19.391 5.68 6.111 5.66
PHE 6.846 7.32 31.544 9.24 9.646 8.93
HIS 1.598 1.71 6.385 1.87 4.656 4.31
LYS 1.643 1.76 26.134 7.65 4.355 4.03
NH; 11.390 12.18 6.413 1.88 3.421 3.17
ARG 0.084 0.09 1.980 0.58 1.402 1.29
TOPLAM 93.549 100.01 341.562 100.00 107.965 100.00
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B peynirinde A ve C peynirlerine gore olduk¢a yiliksek konsantrasyonda
serbest amino asit saptanmistir. B peynirinin bazi amino asitlerden, 6rnegin Val,
Met, Leu, Tyr, Lys amino asitleri bakimindan A ve C peynirlerinden daha zengin
oldugu gorilmistiir. Toplam serbest amino asit analizinde de benzer durum
gdzlenmis ve B peynirinde olgunlagsmanin 15. giliniinden itibaren daha yiiksek
miktarda serbest amino asit saptanmigtir. B peynirinin starter bilesiminde yer alan
NCDO763 ve SK11 suslarinin, lactocepin III tipi proteinaz sitemine sahip olmalari,
os;—kazeinin f1-23 fragmenti tizerinde daha spesifik ayrilmalara neden olmaktadir
(Tan ve ark, 1993; Exterkate ve Alting, 1995). Bunun yam sira, SK11 susunun
otolitik 6zelligi yiiksek bir sus olmasi, peynirde olgunlagmanin daha erken
dénemlerinde baz: peptidolitik enzimlerin serbest kalmasina yol agmaktadir (Meijer,
1997). Bu durumda, B peynirinde kisa zincirli peptidlerin daha yiiksek oranda
bulunmasinin ve bunlarin amino asitlere déniigmesinin en énemli nedenlerinden biri,
bu bakterinin daha erken lize olmalariyla ortaya ¢ikan hiicre i¢i enzimleridir

(Hayaloglu ve ark, baskida).
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Sekil 4.15. Beyaz peynirlerde olgunlagmanin 60. giinlinde belirlenen amino asit

kompozisyonu
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Ugiincii (1981), pastorize siitten starterli ve startersiz olarak iirettigi Beyaz
peynirlerde, starter kullaniminin serbest amino asit olusumunu Snemli diizeyde
artirdigini ve peynirlerde en ¢ok bulunan amino asitlerin sirasiyla Leu, Glu, Ser, Phe
ve Val oldugunu saptamustir. Aragtirici, peynirde amino asit birikiminin pihtilagtiric
enzimlerden degil, daha ¢ok starter enzimlerinden kaynaklandifini vurgulamstir.
Visser (1977b) ve Kaymaz (1982), benzer sonuglara ulagmis ve pastérize—startersiz
stitten yapilan peynirlerde sirl diizeyde amino asit birikimi oldugunu, starterli
olarak iiretilen peynirlerde daha yiiksek miktarda serbest amino asit bulundugunu
belirtmislerdir.

Hannon ve ark. (2003), Lactococcus suslari ile tiretilen Cheddar peynirlerinde
olgunlagma siiresinin ayn1 déneminde amino asit konsantrasyonunun 320 mg/100g
oldugunu ve starter farklilifinin toplam amino asit miktarlan iizerinde &nemli
diizeyde etkili oldugunu bildirmislerdir. Wilkinson ve ark. (1994), starter (HP ve
AM?2 tek suslan ile G11/C25 kansik kiiltiirti) farklihiginin Cheddar peynirinin amino
asit kompozisyonunda dnemli derecede farkliliga neden oldugunu vurgulamiglardir.

O’Keeffe ve ark. (1976), O’Keeffe ve ark. (1978), Drab ve ark. (1999),
Fenelon ve ark. (1999), Moatsou ve ark. (1999) ve Shakeel-Ur—Rehman ve ark.
(1999) farkh tip peynirlerde, starterin amino asit oiusumuna onemli derecede etkili
oldugunu bildirmiglerdir. Arastiricilar, inceledikleri peynir orneklerinde en ¢ok
‘bulunan amino asitlerin Glu, Leu ve Lys, ikinci derecede ise Ala, Val ve Phe amino
asitlerinin bulundugunu belirtmislerdir. Giliven (1993), Tulum peynirlerinde en
yiiksek oranlarda saptanan amino asitlerin Glu, Leu ve Lys oldugunu bildirmistir.
Diger yandan Azarnia ve ark. (1997), Iran Beyaz peynirinde Lys, Arg ve Glu en gok
bulunan amino asitler oldugunu saptamislardir. Goriildtigii gibi, peynir cesidi farkh
olsa bile genellikle belli diizeyde olgunluga ulasmis peynirlerde belirli bazi amino
asitlerin baskin durumda oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Bu c¢alismada, en yiiksek amino asit konsantrasyonuna sahip olan B
peynirinin, toplam amino asit miktarinmn (mg Lew/g) daha yiiksek oldugu ve RP—
HPLC peptid profilinin de belirgin bir sekilde farkh oldugu gézlemlenmigtir. B
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peynirinde pH 4.6’da ve % 70 etanolde ¢dziinen fraksiyonlarinin RP-HPLC peptid
profillerinde (swrasiyla $ekil 4.21 ve 4.23), ozellikle alikonma zamanimn
baslangicinda (9. ve 13. dakikalarda) farkli piklerin varlig1 dikkat ¢ekmigtir. Diger
taraftan, B peynirinin pH 4.6’da ¢oziinmeyen fraksiyonunun urea—PAGE analizinde
(Sekil 4.16), as—kazeinin diger peynirlerden farkli oranlarda pargalanmasi ve og—
kazein parcalanma iiriinleri bolgesinde farkli bantlar bulunmasi, bu peynirde amino
asit kompozisyonunun farkli olabilecegini dogrulamaktadir.

Starter ilave edilmeyen A peynirinde amino a51t konsantrasyonunun oldukg¢a
diisiik oldugu, toplam serbest amino asit tayininde de A peynirinin olgunlagsmanin
tiim dénemlerinde en diisiik degerleri aldig1 belirlenmistir. Peynirlerin serbest amino
asit konsantrasyonlar1 incelendiginde, A peynirinde saptanan bazi amino asitlerin
(Ala, Val, Leu, Tyr) C peynirinden daha yiiksek konsantrasyonlarda oldugu
goriilmiigtiir. Bu durum, A peynirinde olgunlagmanin baslangicindan itibaren
cevreden kontamine olabilen ve peynirde baskin bir mikroflora bulunmamasi
nedeniyle gelisebilen starter olmayan laktik asit bakterilerinin, peynirin amino asit
profilinde farkliliklar yarattigi seklinde agiklanabilir. Bu peynirde baskin duruma
gelen starter olmayan laktik asit bakterilerinden Lacfobacillus cinsi bakterilerin,
peynirde farkli profillerde ve konsantrasyonlarda amino asit birikimine neden
olabildigi belirtilmektedir (Lynch ve ark, 1996; Ard6 ve ark, 2002; Fenelon ve ark,
1999; Hannon ve ark, 2003). Lactobacillus cinsi bakterilerin proteolitik enzim
sistemlerinin Lactococcus’lar kadar bilinmedigi ve bu konuda yapilan ¢aligmalarin
heniiz devam ettigi beﬁrtilmektedir (Fox ve ark, 1998).

Ayrica, A peynirinde diger peynirlerden farkli olarak NH; miktarinin yiiksek
oldugu dikkat ¢ekmektedir (Cizelge 4.20). Bu durum starter olmayan bakterilerin
farkl1 proteolitik etkiye sahip olduklarini ve bu mikroorganizmalarin amino asitleri

de pargalayarak bazik karakterli tiriinler olusturduklarim gostermektedir.
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4.5.4. Peynirlerde Urea—Poliakrilamid Jel Elektroforez (urea~PAGE) ve
Ters—Faz Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (RP-HPLC) ile

Saptanan Proteoliz

Bu béliimde, pH 4.6’da ¢oziinmeyen fraksiyonlarin urea-PAGE analizleri ile,
pH 4.6’da ¢6ziinen, % 70 etanolde ¢6ziinen ve ¢dziinmeyen fraksiyonlarimin RP-
HPLC kromatografik analizlerinden elde edilen sonuglar tartisilmistir. Elde edilen
sonuglar, ¢ok degigkenli istatistiksel analizlere (temel bilesen ve kiimeleme
analizleri) tabi tutulmus ve peynirler olgunlasma siiresince verdikleri urea~PAGE ve

RP-HPLC profillerine gére gruplandirilmistir.
4.5.4.1. Peynirlerin urea~PAGE ile Analizleri

Peynirlerin pH 4.6’da ¢0ziinmeyen fraksiyonlarinin urea—PAGE
elektroforetogramlar1 Sekil 4.16°da gosterilmistir. Her bir sekilde, 1. bantlar Na—
kazeinati, diger bantlar da (2—6) sirastyla olgunlasmanin 1., 15., 30., 60. ve 90.
giinlerinde peynirlerin pH 4.6°da ¢6ziinmeyen kazein fraksiyonlarinin elektroforetik
Ozelliklerini gostermektedir.

Starter ilave edilmeyen A peynirinde, olgunlasmanin 30. giiniinden sonra
parg:alannﬁa tirlinlerinin diger peynirlerden daha fazla oldugu dikkat ¢ekmistir. Bu
durumun ger¢eklesmesinde, peynirin pH degeri en 6nemli etkenlerden biridir. B~
kazeinin hidrolizinde rol oynayan siit alkali proteinaz (plasmin), 5.6 pH’dan daha
yilkksek pH’larda aktif olmasina kargin, genellikle optimum aktiviteyi pH 7.6°da
gostermektedir (Lawrence ve ark, 1987; Fox ve ark, 1993; Fenelon ve Guinee, 2000;
Sousa ve McSweeney, 2001). B ve C peynirlerinin pH degerlerinin 5.0’1in altinda
olmas1 ve A peynirinde olgunlasmanmn baslangicinda 6.0, olgunlagmanin 30.
glinlinde 5.5 diizeyine inmesi, A peynirinin plasmin aktivitesi agisindan daha uygun
ortam olusturmasin saglamustir. Elde edilen jellerin dansitometrik analiz sonuglarina
gore, A peynirinde diger peynirlere oranla daha yiiksek miktarda y—kazein olugmasi
(Cizelge 4.21), plasmin veya peynire sonradan kontamine olan starter olmayan

mikroorganizmalarin aktivitelerinin oldugunu dogrulamaktadir.
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Kalint: Beta—kazein

4, ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Ali Adnan HAYALOGLU

sirasiyla lactocepin I-III ve lactocepin I enzim sistemlerine sahip bakteriler

oldugundan, B peynirine oranla C peynirinde B—kazeini hidrolize etmede daha etkili

C peynirinin starter kombinasyonunda yer alan UC317 ve HP suslarn,

olmuslardir (Sekil 4.17).

100

90 ~

— — Log.(A R2?=0,910
- == =-lLog.(B) R?=0,779
Log.(C) R?=0,753

80
0

Sekil 4.17. Peynirlerde olgunlagma siiresince saptanan kalintt f—kazein ve kalinti

% 80.1 iken, B peynirinde bu oran % 84.9, A peynirinde ise % 84.3 oldugu
saptanmistir. f—kazeindeki pargalanmalar dikkate alindifinda, olgunlagsmamn 1-30
glinleri arasinda meydana gelen pargalanmalar B ve C peynirlerinde birbirine yakin
degerler alirken, A peynirinin farkli ve daha diisiik degerlere sahip oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 4.22, Sekil 4.16). Olgunlasmanin 60. giiniinden sonra, C
peynirinin aldif1 degerler daha diigiik bulunmus ve C peyniri ile diger peynirler

20 40 60 80 100
Olgunlagma Saresi (Giin)

os1—kazein oranlar

90 giinlitk olgunlastirma stiresi sonunda, C peynirinde kalint1 B—kazein oram

Kalint aifa s1—kazein
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40 |
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— — Log. (A) R?=0,770
- = = -Log. (B) R*=0,875
Log. (C) R?=0,836

20 40 60 80
Olgunlagma Stresi (Gin)

arasindaki bu farklilik istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0.05).

lactocepin I-III ve lactocepin III enzim sistemine sahip olduklarindan (Smid ve ark,
1991; Tan ve ark, 1993) daha gok o —kazein iizerinde etkili olmuslardir. Cizelge
4.22°de goriildiigli gibi, 90 giinliik olgunlasma sonunda A, B ve C peynirlerinde

B peynirinde bulunan bakteri suslan NCDO763 ve SK11°’in sirasiyla
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hidrolize olmadan kalan og—kazeinin oranlari sirasiyla % 50.3, 27.9 ve 38.6
diizeylerindedir. Visser ve de Groot-Mostert (1977) farkli starter suslar ile iiretilen
Gouda peynirlerinde, olgunlasmanin 1. ayinda kalinti o —kazein oraninin % 7-10
diizeyinde kaldigim, osi~kazeinin hidrolizi agisindan starter suslar arasinda dnemli

bir farklilifin bulunmadigini belirtmislerdir.

Cizelge 4.21. Peynirlerin urea-PAGE Elektroforetogramlarinin Dansitometrik
Sonuglar (Pik Hacmi x 10%)

Peynirler Olgunlasma y2-CN y1-CN  y3-CN B-CN o5-CN os;-CN o51-CN

Siiresi (Giin) (f102-199) (f24-199)

1 11.71 7.40 1053  210.888  154.899 9.89 28.17

15 13.34 7.83 9.54 197809  133.621 7.98 24.77

A 30 17.55 12.16 1230 191.601  118.222 37.79 81.89
60 19.80 11.23 1596 188.911 95.993 80.91 119.76

90 2421 17.48 21.66 177.776 59.775 95.65 98.74

1 6.70 4.14 6.74 223609  173.383 11.58 51.36

15 6.30 5.50 7.10  216.821  140.792 17.85 59.87

B 30 7.14 7.20 890 211.338  101.720 34.63 61.26
60 8.59 7.54 1145  196.818 75.612 44.87 47.78

90 11.74 - 11.86 11.02  189.869 48.436 55.98 37.73

1 6.76 6.02 483 219729 143260 10.98 49.79

15 6.62 5.33 533  209.011  124.400 18.55 58.96

C 30 7.19 6.62 596 204.763  111.861 33.84 61.57
60. 8.29 8.35 6.18  183.549 84.999 43.79 47.33

90 11.67 9.86 7.11  175.954 72.066 60.47 36.80

os1—kazeinin pargalanmasi sonucunda, og—I-kazeinin (f24-199) ve og—
kazein (f102-199) ve elektroforetik mobiliteleri bunlardan daha hizli olan o —kazein
pargalanma {riinleri meydana gelmistir (Sekil 4.16). Olgunlagma stiresi ilerledikce
as1—kazein miktarinda azalma, diger taraftan a—kazein pargalanma tiriinlerinde artig
olmustur (Cizelge 4.21). Olgunlagmanin daha ileri agsamalarinda bu pargalanma
Urtinleri de, starter enzimleri tarafindan pargalanarak daha kiigiik molekiillii

peptidlere ve amino asitlere déniismektedir (Van der Berg ve Exterkate, 1993).
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Cizelge 4.22. Peynirlerde Olgunlagma Stiresince Saptanan Kalint1 f—kazein ve og1—
kazein Oranlar

Olgunlagma Kalint1 B—kazein (%) Kahnt o—kazein (%)
Siiresi (Giin) A B C A B C
1 100 100 100 100 100 100
15 93.8° 96.9° 95.1° 86.3° 81.2° 86.8°
30 91.0° 94.3 93.9° 76.3% 58.7° 78.1°
60 89.6° 88.0° 83.5° 62.0° 43.6° 59.3°
90 84.3% 84.9° 80.1° 38.6° 27.9° 50.3°

be. Aym satirda farkl) harfleri tagiyan degerler arasinda p<0.05 diizeyinde 6nemli farklilik vardur.

Peynirlerin pH 4.6’da ¢6ziinmeyen fraksiyonlarinin elektroforetik -
Ozelliklerine genel olarak bakildifinda; normal enzimlerle iiretilen ¢ofu peynir
¢esitlerinde oldugu gibi [Blue (Hewedi ve Fox, 1982), Stilton (Madkor ve ark, 1987),
Feta (Alichanidis ve ark, 1984; Katsiari ve ark, 2000), Teleme (Alichanidis ve ark,
1981), Gouda (Visser ve de Groot—Mostert, 1977; Awad ve ark, 1999a), Manchego
(Pavia ve ark, 2000a, 2000b), Ke¢i peyniri (Jin ve Park, 1998), Beyaz peynir
(Saldaml1 ve Kaytanli, 1998), Domiati (Abd—-El Salam ve ark, 1993)], bu ¢alismada
soz konusu Beyaz peynirde de genellikle og—kazein hidrolize ugramis, p—kazein
hidrolize kars‘l daha fazla diren¢ gostermistir. 90 giinliik olgunlastirma sonunda,
peynirlerin pH 4.6’da ¢oziinmeyen fraksiyonlarindaki P—kazeinlerin % 80’inden,
asi—kazeinlerin ise yaklasgtk % 30’undan fazlasimin hidrolize olmadan kaldig:
gbriilmigtiir. Moatsou ve ark. (1999), 90 giin siire ile olgunlastirilmis Graviera Kritis
peynirlerinde kalintt B— ve a,—kazein oranlarinin, bu ¢alismada bulunan sonuglara
yakin degerlerde olduklar1 gérilmektedir. Bu degerlerin Feta peynirinde biraz daha
diisiik bulundugunu belirten Katsiari ve ark. (2000), olgunlagmanin 120. giiniinde
kalint1 B—kazeinin % 66-71, as—kazeinin ise % 23-30 oranlari arasinda oldugunu
saptamislardir. Coskun ve Sienkiewicz (1999), Na-kazienat ¢ozeltisinde siit
proteinlerinin hidrolizini inceledikleri calismalarinda, og~kazeinin B—kazeinden

daha hizl1 hidrolize oldugunu belirtmislerdir.
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Beyaz peynirde pH degerinin 5.0°1n altinda ve fazla tuzlu olmasi gerek starter
aktivitesini gerekse pihtilastirici enzimin aktivitesini olumsuz yonde etkilemektedir
(Abd-El Salam ve ark, 1993). Exterkate ve Alting (1995), tuzun os—kazeinin
pargalanmasma olumsuz etkide bulunmadifin, ancak ¢oziiniir azot ve amino asit
olusumunu inhibe edebildigini bildirmiglerdir. Starter farkliliginin etkisi urea~-PAGE
ile belirlenebilen kazein fraksiyonlar iizerinde énemli sayilabilecek bir etkiye sahip
olmamis, os;—kazein ve pargalanma iirlinleri lizerinde (6zellikle B peynirinde) bir
takim farkliliklar gériilmistiir. Bu farklhiliklar olgunlagsmanin 30. giiniinden sonra
belirgin hale gelmis ve &zellikle 60. giinde % 43.6, 90. giinde % 27.9 degerlerine
diismiistiir (Cizelge 4.22). Olgunlagmanin 90. giiniinde A peynirinde o —kazein
Oonemli  diizeyde pargalanmaya uframustir. A  peynirinin  urea—PAGE
elektroforetograminda 4 nolu bantin sonunda, og—kazein pargalanma iiriinleri
bélgesinde bazt zonlar goriilmiistiir. Bu durum daha 6nce de siklikla belirtildigi gibi,
starter olmayan Dbakterilerin de o—kazein {izerinde etkili olmalarindan
kaynaklandig1 diiglintilmiistiir. Diger taraftan, A peynirinin pH degerinin ve su
oraminin B ve C peynirlerine gore daha yiiksek olmasi nedeniyle, plasmin aktivitesi
de yiiksek olmus ve y—kazein olusumu daha yiiksek oranda gergeklesmistir. Moatsou
ve ark. (1999), farkli starterlerle ve startersiz tirettikleri Graviera Kritis peynirlerinin
urea~PAGE profillerinin kalitatif olarak farkli bulundugunu, startersiz iiretilen
peynirlerde daha fazla oranda y—kazein birikimine rastlamldigini bildirmislerdir.
Elektroforetogramlarin dansitometrik analizlerinde A peynirinde elde edilen y-
kazeinin verdigi pikler olduke¢a yiiksek olmustur (Sekil 4.18).

Yapilan ¢ok degiskenli istatistiksel analiz yardimi ile peynirlerin pH 4.6’da
¢oziinmeyen fraksiyonlarimin kiime dendrogramlan ¢ikarilmustir (Sekil 4.19).
Sekilde, peynirler olgunluk durumlarmna gore 4 alt kiimede toplanmis ve B ve C
peynirleri aym kiimede, A peyniri ise kismen farkh kiimede yer almiglardir. Aym
sekilde, temel bilesen analizinde (PCA) elde edilen sonuglar kiimeleme analizinde
(HCA) elde edilenlere paralel ¢ikmis ve A peynirleri genellikle ayr1 bolgelerde
konumlanmiglardir. PCA ve HCA analizinde, starter ilave edilmeyen peynir ile ilave

edilen peynirlerin ayriminin yapilabilmesinin yaminda, peynirler olgunluklarina gore

105



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Ali Adnan HAYALOGLU

de smiflandinlmiglardir. PCA grafiginde, soldan saga dogru gidildikge, HCA
dendrograminda ise yukandan asagiya dogru inildikge peynirlerin olgunluk

durumlarinda diizenli bir artis oldugu goriilebilmektedir.

Principal Component 2 (% 10.7)

-3 r
-1,5 -1,0 -5 0,0

wn N
—
o
wr

2,0
Principal Component 1 (% 82.5)
Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine
CASE 0 5 10 15 20 25
Label Num  d--m—mm e omm————— oo Fommm e rmm————— +

Al 1

Alt Kitme 1 {31 6 j
A 15 2
B 15 7

. c1l 11
Alt Kiime 2 {c 15 12 h
A 30 3 4
. Cc 30 13
Alt Kiime 3 B 30 3
A 60 4 ]—
Alt Kitme 4 B 60 9
A 90 5 —‘l._
B 90 10
C 60 14 —_—

Alt Kiime 5 {c 90 15

Sekil 4.19. Peynirlerin pH 4.6’da ¢oziinmeyen fraksiyonlarimin urea-PAGE
elektroforetogramlarina ait dansitometrik sonuglarin PCA grafigi (iistte)
ve HCA dendrogramu (altta). A, B ve C peynirleri, 1., 15., 30., 60. ve 90
olgunlasma stirelerini belirtmektedir
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Urea~PAGE analizi ile starter farklilifinin peynir proteolizine etkisinin
arastinldig1 diger caligmalarda da benzer sonuglar bulunmus ve starter farkliliginin
etkisinin urea-PAGE yontemi ile tam olarak belirlenemeyecegi belirtilmistir (Abd
El-Salam, 1993; McSweeney ve Fox, 1997). Visser ve de Groot—Mostert (1977),
Gouda peynirlerinin elektroforetogramlarinda starterin ¢ok az etkili oldugunu en
onemli farklilifin rennetten ileri geldigini belirtmislerdir. Yapilan diger ¢alismalarda
(O’Keeffe ve ark, 1978; Lynch ve.ark, 1996; Lane ve Fox, 1997; Fenelon ve ark,
1999; Kandarikis ve ark, 2001; Hannon ve ark, 2003) benzer sonuglara varilirken,
Awad ve ark. (1999b), yaptiklar ¢aligmada starterin sinirli da olsa peynirlerin urea-—
PAGE elektroforetik analizlerinde etkili oldugunu saptamiglardir. Ardd ve Petterson
(1988), Law ve ark. (1992), Subramanian ve ark. (1992b) ve Lane ve Fox (1996),
starterin osi—kazein pargcalanma irlinleri {izerinde farkli etkiler yaptigimu
agiklamiglardir. Aym sekilde, Vatopoulou ve ark. (1989), yardimci starter kullanilan
peynirlerde daha fazla oranda pargalanma tiriinlerinin olustuunu belirtmislerdir.
Suda ¢oziinen fraksiyonlarin urea-PAGE profillerini inceleyen Law ve ark. (1993)
ve Shakeel-Ur—Rehman ve ark. (1999), Lactococcus cinsi bazi bakteri suslarinin
peynirlerin urea-PAGE elektroforetogramlarda bir takim farkliliklar yarattiklarim
(orta molekiil agirlikhi peptidlerin olusumu) agiklamiglardir.

Tiim bu verilerden, starterin Bf—kazein ya da og—kazeinden daha ¢ok, og—
kazeinin pargalanma tirtinleri (gesitli biiyiikliiklerdeki peptidler) iizerinde etkili
oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Starterin kazeinlerin pargalanma iiriinleri ve peptid
profilleri tizerindeki etkileri, daha ayrintili olarak, pH 4.6°da, % 70 etanolde ¢dziinen
ve ¢dziinmeyen fraksiyonlarin RP-HPLC peptid profillerinin agiklandigi, sirasiyla,
boliim 4.5.4.2.(1), 4.5.4.2.(2) ve 4.5.4.2.(3)’te agiklanmaktadir.
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4.5.4.2. Peynirlerde Ters—Faz Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi
(RP-HPLC) ile Belirlenen Peptid Profilleri

RP-HPLC teknigi, peynirde olgunlasma siiresince meydana gelen proteolizi
saptamada bagvurulan en yaygin ve en o&nemli yontemlerden biridir. Peynir
ekstraktlarinin RP-HPLC kromatogramlari farkli molekiil afirhifindaki peptidlerin
dizilimini gosterdigi (McSweeney ve Fox, 1997) ve peynirlerin peptid
konsantrasyonlar1 arasindaki farklilifn belirgin bir sekilde ortaya koydugu
bildirilmektedir (Law ve ark, 1992). Peynirdeki peptidlerin RP—HPLC teknigi ile
ayirmamn mekanizmasi, ¢oziinmiis molekiillerin ters adsorpsiyon/desorpsiyonuna
dayanmakta olup, sabit fazin hidrofobiklik derecesine gore degistiginden, daha az
hidrofobik olan molekiiller ilk énce pik verecek, bunlar1 hidrofobiklik 6zellikleri
artan molekiiller izleyecektir (Pripp ve ark, 1999). Peynirlerin pH 4.6’da ¢&ziinen
fraksiyonlar1 ile bunlarin % 70 etanolde ¢6ziinen ve ¢dziinmeyen alt fraksiyonlarinin
RP-HPLC peptid profilleri belirlenmis ve bunlarin 90 giinliik olgunlasma
stirecindeki degisimleri asagida agiklanmistir. Peynir tiretiminde starter kullaniminin
ve olgunlasma siiresinin peynirlerin peptid profillerine etkileri, ¢ok degiskenli
istatistiksel analizlerle [(Principal Component Analysis (PCA) ve Hierarchical

Cluster Analysis (HCA)] ortaya ¢ikarilmagtir.

4.5.4.2.(1). pH 4.6’da Coziinen Fraksiyonlarnn RP-HPLC Peptid
Profilleri

Peynirlerin pH 4.6’da ¢oziinen fraksiyonlarmin olgunlagsma siiresine bagh
olarak degisen RP-HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.20°de verilmigtir. Sekilde
gorildiigt gibi, starter katilmayan A peyniri ile diger peynirler arasinda oldukga
belirgin farkliliklar goriilmektedir. Olgunlagma siiresi ilerledik¢e, kromatogramlarda
gortilen piklerin ytksekliginde artis oldugu goriilmustir. Belirli bir olgunlasma
donemi dikkate alindifinda, peynirlerin pH 4.6°da ¢oziinen fraksiyonlarinin

kromatogramlarinin farkli oldugu gériilmektedir (Sekil 4.21).
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ABS, at 214 nm
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Sekil 4.20. A (a), B (b) ve C (c) peynirlerinin pH 4.6°da ¢6ziinen fraksiyonlarinim
olgunlagmanin 1., 15., 30., 60. ve 90. giinlerindeki RP-HPLC peptid

profilleri
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Sekil 4.20 ve 4.21°de goriildtigl gibi, 6zellikle olgunlasmanin 30. giiniinden
sonra A peyniri, B ve C peynirlerine gore farkli bir peptid profili vermistir. Peynir
siitiine ilave edilen starterin, peynirin sekonder proteolizinde etkili oldugu ve belirgin
farkliliklar ortaya koydugu goriilmektedir. Olgunlagmamn 1. ve 15. giinlerinde elde
edilen kromatogramlar incelendiginde, B ve C peynirlerinin peptid profilleri
birbirlerine benzerlik gostermektedir. Olgunlagmanin ilerleyen asamalarinda ve
6zellikle 30. giinden sonra bu peynirlerin kromatogramlar: arasinda - belirgin bir
farkliik saptanmugtir. Kromatogramlar incelendiginde, Beyaz peynirlerde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan iki Onemli peptidin varlifi gbze carpmaktadir.
Bunlardan birincisi; alikonma zamaninin 26. dakikasinda ve digeri 33. dakikasinda
gelen piklere ait oldugu bilinen peptidlerdir. Aynca, alitkonma zamaninin 4.3-5.5.
dakikalan arasinda gelen 3 farkli pikin ortaya ¢iktig1 bulunmustur. Ancak bu pikler,
her 3 peynirde de tiim olgunlasma donemlerde benzer 6zelliklerde oldugundan, bir
bagka deyisle spesifik pikler olmadiklarindan tarismalarda yer almamistir.

A peynirinde, alikonma siiresinin 26. dakikasinda gelen pikin peptid
konsantrasyonu, diger peynirlerden gelen piklerin konsantrasyonundan daha azdir.
Bu peynirin tiim peptid profilleri incelendiginde, peptidlerin ¢ogunlukla hidrofobik
bolgede, daha ¢ok alikonma zamaninin 50. ve 60. dakikalar1 arasinda geldigi dikkat
cekmektedir. A peynirini diger peynirlerden belirgin olarak ayiran diger 6nemli bir
nokta da, alikonma stiresinin 26. dakikasina kadar onemli diizeyde bir pikin
olmamasi ve kromatogramin genellikle diiz bir sekilde ilerlemesidir.

Alikonma zamaninin 9. ve 13. dakikalarinda gelen pikler incelendiginde,
olgunlasmanin 30. giintinden sonra B peynirinin kromatograminda goriilen piklerin
olduk¢a yiiksek konsantrasyonda olduklar goriilmiistiir. S6z konusu benzer piklerin
C peynirinde de goriildiigli, ancak B peynirindeki kadar yiiksek konsantrasyonda
olmadig belirlenmistir. Bunun yam sira, A peynirinde alikonma zamaninin 40. ile
55. dakikasi arasinda onemli diizeyde peptid varligi bulunmustur. S6z konusu
dakikalarda, A peynirinde saptanan pikler, B peynirinde elde edilenlere oranla daha
yiiksek bulunmus ve olgunlasma ilerledikge piklerin yiiksekligi artmstir. B
peynirinde 30. dakikadan sonra peptid konsantrasyonunda meydana gelen artis diger

peynirlerden daha diigtiktiir. Bu artig, baslica starter peptidazlarimin aktivitesi
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sonucunda, peptidlerin pargalanmasi ve amino asit konsantrasyonunun artmasindan

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.21. Peynirlerin pH 4.6°da ¢6ztinen fraksiyonlarimin olgunlasmanin 1. (a), 15.
(b), 30. (¢), 60. (d) ve 90. (e) gtinlerindeki RP~HPLC peptid profilleri
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Yapilan amino asit analizi, toplam serbest amino asit miktarinin olgunlasme{
sliresine paralel olarak arttigii dofrulamaktadir. Hannon ve ark. (2003), farkl
otolitik &zellik gosteren Lactobacillus suslari ile Cheddar peyniri tiretmislerdir.
Arastiricilar, peynirlerde proteoliz sonucu olusan peptidlerin giiclii peptidaz
sistemine sahip- starterler tarafindan parcalanarak amino asitlere doniisecegini ve
peptid konsantrasyonunda bir diisme olabilecegini belirtmiglerdir. Michaelidou ve
ark. (1998), Feta peynirinde suda ¢oziiniir 6zellikteki peptidleri karakterize etﬁkleri
calismalarinda, alitkonma stiresinin ilk dakikalarinda daha g¢ok diisiik molekiil
agirhikli peptidlerin ve amino asitlerin geldigini, olusan bu amino asitlerin de Tyr ve
Phe oldugunu bildirmislerdir.

B peynirinde alikonma zamanimn 9. ve 13. dakikalarinda gelen pikler,
olgunlagma siresine paralel olarak yiikselmis, ancak hidrofobik bélgede belirgin bir
artiy gortilmemistir. Oysa A ve C peynirinde, daha ¢ok kromatogramin hidrofobik
bolgesinde yiiksek konsantrasyonda peptidler gelmis, 6zellikle starter kullanilmayan
A peynirinde piklerin tamamina yakin kismi bu bolgede olusmustur. C peynirinde
33. ve 44. dakikalarda gelen piklerin peptid konsantrasyonunun yiiksek olusu, bu
peyniri diger peynirlerden ayirmigtir. B peynirinde, alikonma zamaninin 9, 13, ve 26.
dakikalarinda gelen pikler bu peynire karakteristik bir 6zellik kazandirmistir.

Yapilan ¢ok degiskenli istatistiksel analizlerde (PCA ve HCA), peynirler
verdikleri peptid profillerine gére gruplandinimiglardir (Sekil 4.22). Matriks
yonteminden yararlanilarak uygulanan PCA ve HCA analizleri, HPLC peptid
profillerinin yorumlanmasinda oldukga hizli, givenilir ve pratik bilgiler
verebilmektedir (Gonzalez de Llano ve ark, 1995; Pripp ve ark, 1999, 2000a, 2000b;
Verdini ve Rubiolo, 2002). Kalitatif olarak oldukca kolay bir sekilde ayirt edilebilen
peptid profillerini, boylece kantitatif olarak da ayirma olanagi bulunmustur. Buna
gbre, A peynirinin olgunlagmanm ilk donemlerinde (1-15. giinler) B ve C peynirleri
ile aym kiimede yer aldigi, olgunlagmamn 30. giiniinden sonra farkli yerde

konumlandig1 belirlenmistir (Sekil 4.22).
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Principal Component 2 (% 20.9)
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Principal Component 1 (% 47.4)
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Sekil 4.22. Peynirlerin pH 4.6’da ¢dziinen fraksiyonlarinin RP-HPLC peptid
analizlerinin PCA grafigi (listte) ve HCA dendrogramu (altta). A, B ve
C peynir 6meklerini; 1, 15, 30, 60 ve 90 olgunlagma siirelerini (giin)
temsil etmektedir.
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Az olgun peynirler PC 1’in negatif bolgesinde, daha olgun peynirler ise
PC 1’in pozitif bolgesinde yer almislardir. 30 glinden fazla siire ile olgunlastiriimis
peynirlerden startersiz tiretilen A peyniri PC 2’nin negatif bolgesinde bir kiimede,
starterli olarak iretilen B ve C peynirleri ise PC 2’nin pozitif bélgesinde
gruplanmiglardir. Ancak, PCA analizi ile B ve C peynirleri arasinda bir ayrim
gdzilkkmemektedir. HCA analizinde ise, olgunlasmanin 30. giintinden sonraki B ve C
peynirleri ayri birer alt kiime olusturmuslardir. Peynirlerin pH 4.6’da ¢dziinen
fraksiyonlarinin RP-HPLC profillerinin PCA ve HCA analizleri yapilmasi ile elde
edilen en yararli sonuglardan biri de, peynirlerin olgunluklarina gore simiflandiriimasi
olmustur. Sekil 4.22°de gosterilen PCA grafiginde soldan saga dogru, HCA
dendrograminda ise yukaridan asafiya dogru inildikge peynirlerin olgunluklarinda
bir artis oldugu goriilmektedir. PCA teknigi ile Cheddar peynirlerinde HPLC
sonuglarinin degerlendirilmesinde olduk¢a yararli ve pratik bilgiler elde edildigi
(Furtula ve ark, 1994a) ve HPLC profili farkli olan 6rmegi ayirmanin yaninda, olgun
olan peynirlerin ayriminin da yapilabilecegi belirtilmektedir (Furtula ve ark, 1994b).

Bu konuda yapilan bagka caligmalarda da, farkli starter kullaniminin
peynirlerin RP-HPLC peptid profillerini ¢nemli diizeyde etkiledigi belirtilmistir
(Law ve ark, 1992; Lane ve Fox, 1996; Awad ve ark, 1999b; Drab ve ark, 1999;
Muehlenkamp-Ulate ve Warthesen, 1999; Kandarikis ve ark, 2001; Sarantinopoulos
ve ark, 2002; Hannon ve ark, 2003; Michaelidou ve ark, 2003). Moatsou ve ark.
(1999) starterli ve startersiz iiretilen Greviera Kritis peynirlerinde suda ¢dziinen
fraksiyonlarin RP-HPLC peptid profillerinin farkli bulundugunu, 6zellikle startersiz
tretilen peynirlerin, starterle {(iretilen peynirlerden farkli pikler verdigini
agiklamislardir. Arastiricilar, bu farkliifin starter olmayan laktik asit bakterilerinin

enzim sistemlerinden kaynaklandigini bildirmislerdir.

4.5.4.2.(2). % 70 Etanolde Coziinen Fraksiyonlarin RP-HPLC Peptid
Profilleri

Peynirin pH 4.6°da ¢dziinen fraksiyonlarinin % 70 etanolde alt fraksiyonlara

ayrilmalari sonucunda, hidrofilik (% 70 etanolde ¢6ziinen kiigiik molekiil agirlikls
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peptidler) 6zellikteki peptidleri belirlenmistir. Bu konuda yapilan galismalarda, % 70
etanolde ¢oziinen fraksiyonlar genellikle pH 4.6’da veya suda ¢dziinen fraksiyonlarin
RP-HPLC peptid profilleri ile benzerlik gosterdigi agiklanmistir (Zarmpoutis ve ark,
1996; McSweeney ve Fox, 1997).

Peynirlerin pH 4.6°da ¢o6ziinen fraksiyonlarmmn % 70 etanol
konsantrasyonunda ¢dziinen alt fraksiyonlarmin RP-HPLC kromatogramlan Sekil
4.23’te gosterilmektedir. Peynirlerin % 70 etanolde ¢6ziinen fraksiyonlan
olgunlagmanin 60. ve 90. giinlerinde analiz edilmistir. Burada elde edilen

kromatogramlarin ve piklerin, pH 4.6’da ¢6ziinen fraksiyonlarnn RP-HPLC

kromatogramlarina olduk¢a benzer oldugu gériilmiistiir.

SO T T T T | S0l :
0 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60
Alikonma Siiresi (dk) Alikonma Stresi (dk)

70

Sekil 4.23. A, B ve C peynirlerinin % 70 etanolde ¢6ziinen fraksiyonlarinin

olgunlasmamn 60 (a) ve 90. (b) giinlerindeki RP—HPLC peptid profilleri

Kromatogramlar incelendiinde, alikkonma zamammin 26. ve 33.
dakikalarinda gelen piklerin tiim peynirlerde ortak oldugu bulunmustur. B

peynirinde, alikonma zamanimin 9. ve 13. dakikalarinda gelen pikler, diger
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peynirlerde gelen piklerden farkli olmustur. Buradaki piklerin biiyiik olasilikla amino
asitlere veya diisilk molekil agirhkli peptidlere ait oldugu diigiiniilmektedir
(Michaelidou ve ark, 1998). Diger taraftan, B peynirinde alikonma zamaninin 40-50.
dakikalar1 arasinda gelen pikler daha diislik konsantrasyonda olmustur. Tim
peynirlerde 33. dakikalarda gelen ve C peynirinde diger peynirlerden daha yiiksek
konsantrasyonda olan pik, tipik bir peptidi temsil etmektedir. A peynirinin peptid
profili, diger peynirlerden farkli olmus ve kromatogramin hidrofilik bolgesinde az
miktarda peptid olugumu goriilmiistlir. Bu peynirde pikler, yogun olarak hidrofobik
boélgede bulunmus ve alikonma zamamnin 4060 dakikalarinda gelen pikler peynirin
farklihgini ortaya koymustur. Lynch ve ark (1997), Lactococcus ve Lactococcus +
Lactobacillus bakterilerinden olusan kiiltiirlerle tiretilen Cheddar peynirlerinin % 70
etanolde ¢6zlinen fraksiyonlarmi RP-HPLC’de incelemisler ve bunlarin  peptid
profillerinin farkli olmadigini, buna karsin starter katilan ve katilmayan peynirlerin
peptid profilleri arasinda kalitatif ve kantitatif farkliliklar bulundugunu
agiklamiglardir.

Sekil 4.24°te peynirlerin % 70 etanolde c;ézﬁneni fraksiyonlarinin PCA ve
HCA analizleri yapilmis ve A, B ve C peynirlerinin farkli sekilde konumlandigi, B
ve C peynirlerinin Principal Component (PC) 2’nin pozitif bdigesinde A peynirinin
ise negatif bolgesinde gruplandigi goriilmiistiir. Bu nedenle, her 3 peynirin de farkls
oldugu gorinse de B ve C peynirlerinin kismen benzerlik gosterdigi
diistintilmektedir. PC 1°e gore, sadece B peyniri pozitif bolgede bulunmustur.

Lane ve Fox (1997), peynirlerin % 70 etanolde ¢oziinen fraksiyonlarinin
starter bakterilerin sahip oldugu farkl: tiirdeki enzimlerden etkilendigini ve proteinaz
(+) suslarin daha yiiksek konsantrasyonlarda peptid olusturdugunu belirtmiglerdir.
Shakeel-Ur-Rehman ve ark. (1999), 12 farkli Lactococcus susu ile iirettikleri
Cheddar peynirlerinde olgunlagmamin 4. aymnda % 70 etanolde ¢dziinen
fraksiyonlarinda farkliliklar bulundugunu ve SK11 susunun diger suslardan belirgin
bir sekilde farklilik gosterdigini bildirmislerdir.
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Sekil 4.24. Peynirlerin % 70 etanolde ¢6ziinen fraksiyonlarimin RP-HPLC
peptid analizlerinin PCA grafigi (iistte) ve HCA dendrogramu (altta).
A, B ve C peynir 6rneklerini; 60 ve 90 olgunlagma siirelerini (giin)
temsil etmektedir.
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4.5.4.2.3). % 70 Etanolde Coziinmeyen Fraksiyonlarin RP-HPLC
Peptid Profilleri ve Urea—PAGE Analizleri

Peynirlerin pH 4.6’da ¢6ziinen fraksiyonlarinin % 70 etanolde ¢6ziinmeyen
alt fraksiyonlarinin RP-HPLC profilleri Sekil 4.25’te verilmistir. % 70 etanolde
¢6ziinmeyen fraksiyonlar daha yiiksek molekiil agirlikli ve hidrofobik peptidlerden
olugtugundan, her 3 peynirde de alikonma zamanimin 20. dakikasina kadar 6nemli
diizeyde bir pik gelmemistir. A peynirinde 30. dakikaya kadar pik olugmazken, 36.
dakikadan sonra (6zellikle 45-55 dk arasinda) olduk¢a yiiksek konsantrasyonda
peptidlerin varligim belirten kromatogramlar elde edilmistir. C peynirinde hem
hidrofilik hem de hidrofobik bolgede yliksek konsantrasyonlarda peptid varlig
saptanirken, B peynirinde daha ¢ok hidrofilik bélgede daha yiiksek

konsantrasyonlarda peptid varligi belirlenmisgtir.

Alikonma Stresi (dk) Alikonma Stresi (dk)

Sekil 4.25. A, B ve C peynirlerinin % 70 etanolde ¢6ziinmeyen fraksiyonlarinin
olgunlagmanin 60 (a) ve 90. (b) glinlerindeki RP~HPLC peptid profilleri
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Sekil 4.26. Peynirlerin % 70 etanolde ¢bziinmeyen fraksiyonlarinin RP-HPLC peptid
analizlerinin PCA grafigi (listte) ve HCA dendrogramu (altta). A, B ve C
peynir 6rneklerini; 60 ve 90 olgunlagma siirelerini (giin) temsil
etmektedir.
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Peynirlerin % 70 etanolde ¢oziinmeyen fraksiyonlarimin RP-HPLC peptid
profillerinin PCA grafigi ve HCA dendrogrami Sekil 4.26’da verilmistir. A
peynirinin farkl: bir kiime olusturdugu, buna karsin B ve C peynirlerinin ise ayr bir
kiimede gruplandigi saptanmustir. B ve C peynirlerinin olduk¢a benzer 6zellikler
gostermelerine karsilik, yine de B peynirinin 6zellikle olgunlasmanin 90. giiniindeki
peptid profilinin farkli oldugu anlagilmaktadir. A peynirinin PCA grafiginde ve HCA
dendrograminda farkli olusu, olgunlagmanin 90. giiniinde 60. giine gore ilgili
peptidlerin yliksekliginin daha da artmasindan kaynaklanmaktadir (Sekil 4.25). Diger
taraftan, peynirlerin olgunlasma stirelerine gére belirgin bir ayrim saglanamamstir.
Poveda ve ark. (2003a), farkli starterle iirettigi Manchego peynirlerinin % 70
etanolde ¢oziinmeyen fraksiyonlarimin PCA analizinde, belirli suslarla iiretilen
peynirlerin bir grupta, ticari starter ile (retilen peynirin ise diger grupta
konumlandigini saptamislardir. Arastiricilar, peynirlerin % 70 etanolde ¢ziinmeyen
fraksiyonlarinin PCA analizi sonucunda, peynirler olgunlasma siirelerine gére iyi bir
dagilim gostermediklerini belirtmislerdir.

% 70 etanolde ¢6ziinmeyen fraksiyonlarin urea—PAGE elektroforetik
analizleri de yapilmis ve elektroforetogrami incelendiginde (Sekil 4.27), B
peynirinde os1—kazein pargalanma lirtinleri bolgesinde belirgin bir bant gériilmezken,
C peynirinde ¢ok belirgin olmasa da gozle goriilebilir bantlar elde edilmistir. A
peynirinde ise Ozellikle elektroforetogramin son kismina dogru ¢ok belirgin bir
bandin varlifi gdze carpmaktadir. % 70 etanolde ¢oziinmeyen fraksiyonlarin hem
elektroforetogramlann hem de RP-HPLC peptid profilleri, peynirdeki hidrofobik
biiylik molekiilli peptidler ile ilgili ¢ok 6nemli veriler sunmaktadir. Burada ¢ok
spesifik olmasa da, urea-PAGE yonteminin, peynirdeki proteinli bilesenleri
ayirmada gegerliligini hala korudugunu ve bunun RP-HPLC ile dogrulanabildigi
goriilmektedir. McGoldrick ve Fox (1999), peynirlerin % 70 etanolde ¢6ziinmeyen
fraksiyonlarimn urea~PAGE sonuglarindan yararlamularak peynirleri kalitatif ve

kantitatif olarak ayrrmanin miimkiin oldugunu bildirmislerdir.
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}  Pargalanma tiriinleri

Sekil 4.27. Peynirlerin % 70 etanolde ¢dziinmeyen fraksiyonlarinin urea—PAGE
elektroforetogramlari. 1 ve 8: Na—kazeinat, 2, 3 ve 4 A, B ve C
peynirlerinin olgunlasmanin 60.; 5, 6 ve 7 olgunlagmanin 90.
giinlerindeki elektroforetogramlar temsil etmektedir.

Peynirlerin % 70 etanolde ¢6ziinmeyen fraksiyonlar arasindaki bu farklilik,
peynir siitiine ilave edilen bakterilerin proteolitik aktivitelerinden ve starter ilave
edilmeyen A peynirinde biiylik molekiillii hidrofobik peptidleri parcalayabilecek
bakterinin bulunmayisindan kaynaklanmaktadir. Starter olarak ilave edilen bir gok
laktik asit bakterilerinin hidrofobik peptidleri par¢alama niteliklerinin bulundugu ve
starter ilave edilen peynirlerde hidrofobik peptidlerin azaldigi belirtilmektedir
(Visser, 1977c; Tan ve ark, 1993; Lee ve ark, 1996; Gomez ve ark, 1997; Rampilli ve
ark, 1997). Peynirde olgunlagsma siiresi ilerledik¢e hidrofobik peptid miktarinda
azalma olabilecegi belirtilirken (Lau ve ark, 1991), peynir siitiine starter ilavesi ile
peynirde amino peptidaz aktivitesinin artacagi, suda ¢oziinen fraksiyonlar igerisinde
hidrofobik olan peptidlerin oranlarinda azalma olabilecegini agiklanmaktadir
(Asensio ve ark, 1997). Visser (1977c) ise, peynirde acilik olusumuna neden olan

peptidlerin genellikle starterler tarafindan pargalandifini, ancak bunun yaninda
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starterler arasinda peynirde acilifa neden olanlarin da bulundugunu belirtmistir.
Peptidlerin hidrofobik &zellikleri ile peynirdeki acilik arasinda her zaman bir iligki
kurulamayacagini ileri stiren Tieleman ve Warthesen (1991), HPLC analizi sirasinda
peptidlerin hidrofobik &zelliklerinin alikonma zamanina kars: siralanmalarinda birer
olgii olabilecegini bildirmislerdir.

A peynirinde olgunlasmamn 60. giintinde belirlenen toplam amino asit
konsantrasyonunun da dier peynirlerden diisiik olmasi peptidlerin bu peynirde daha
az parcalanmis olabilecegini gostermektedir. Lynch ve ark. (1997), Lactococcus ve
Lactococcus + Lactobacillus bakterilerinden olusan kiiltiirlerle iiretilen Cheddar
peynirlerinin % 70 etanolde ¢dziinmeyen fraksiyonlarimin RP-HPLC peptid profilleri
arasinda belirgin farkliliklar olmadigini, buna kargin starter katilan ve katilmayan
peynirlerin peptid profilleri arasinda kalitatif ve kantitatif farkliliklar bulundugunu
aciklamislardir. Lane ve Fox (1997), peynirlerin % 70 etanolde ¢6ziinmeyen
fraksiyonlarimin starter enzimlerinin tipinden etkilendiklerini, proteinaz (+) suslarin

daha ytiksek konsantrasyonlarda peptid agifa ¢ikardiklarini belirtmislerdir.
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Ali Adnan HAYALOGLU

4.6. Peynirlerin Duyusal Ozellikleri

Peynirlerde olgunlagma siiresince tim duyusal kriterlerinde meydana gelen

degisimler standart sapma degerleri ile birlikte Cizelge 4.23°te gosterilmektedir.

Cizelge 4.23. Beyaz Peynirlerde Olgunlasma Siiresince Saptanan Duyusal Ozellikler

Ozellikler Giinler A B C
1 13.80+1.34x* 17.87+0.41y" 18.5320.46y"
15 11.00:£0.84x" 17.4740.51y* 18.20£0.43y"
Renk ve Goriinily 30 12.07+1.10x* 18.13£0.40y" 17.93£0.23y"
Puan 60 10.60+1.03x* 18.20+0.28y" 18.87+0.35y*
90 11.67£0.78x" 18.0040.32y" 18.20£0.40y"
1 24.00+1.96x* 30.67+0.65y" 30.60+0.79y"
15 19.60+1.88x™ 29.60+1.01y* 29.40+0.94y*
Yapt ve Kivam 30 16.20£1.40x" 30.20+0.96y" 30.87+0.67y"
Puan 60 11.87+1.09x° 29.131.75y" 30.80%1.16y°
90 16.60£1.44x° 29.40+1.14y" 30.00£1.01y"
1 8.000.28x" 9.60£0.21y* 9.20+0.28y"
15 7.80+0.43x° 9.47+0.19y° 9.53+0.19y"
Koku 30 7.27£0.56x" 9.73+0.15y° 9.4740.19y*
Puam 60 7.200.79x° 9.60+0.16y" 9.6740.13y*
90 7.5340.38x" 9.600.19y" 9.40+0.24y"
1 21.8740.79x" 30.27+0.52y™ 29.07+0.88y"
15 20.931.50x" 29.2740.81y° 31.3340.84y"
Tat 30 19.53+1.66x" 31.5340.73y" 32.07+0.51y°
Puani 60 18.67+1.58x" 31.80+0.99y" 32.4740.32y°
90 18.00%1.60x" 32.2740.56y" 31.40+0.88y"
1 67.6743.34x" 88.40+0.75y " 87.40+1.72y"
15 59.3343.45x™ 85.80+1.54y " 88.47+1.29y"
Toplam Puan 30 55.07£3.62x™ 89.60+1.49y*® 90.33+1.23y"
60 48.3342.96x° 88.73+2.31y" 91.80%1.45y"
90 53.80+3.08x™ 89.27+1.67y" 89.00+1.82y"

X,y,z: Ayni satirda farkl harflerle gosterilen degerler birbirinden p<0.05 diizeyinde farklidur.
b . Ayni siitunda farkl iistel harflerle gsterilen degerler birbirinden p<0.0S ditzeyinde farklidir.
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4.6.1. Renk ve Goriiniis Puanlar

Beyaz peynirlerde olgunlasma doneminde elde edilen renk ve goriiniis
puanlar incelendiginde, tiim olgunlagsma dénemlerinde B ve C peynirlerinin birbirine
yakin, A peynirinin ise diisiik puanlar aldig goriilmiistir (Sekil 4.28). Yapilan
istatistiksel degerlendirmede A peyniri ile B ve C peynirleri arasindaki farkliligin
p<0.01 diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur. A peynirinde, starter kullaniimamasi
nedeniyle peynirin i¢ kisimlarindaki gézenekler ve yapidaki yumugamalar meydana:

gelmis ve renk ve goriiniis bakimindan olumsuz puan almasina neden olmustur.
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Sekil 4.28. Beyaz peynirlerde olgunlagma siiresince saptanan renk ve goriiniis
puanlari

A peynirinde olgunlasmanin 1. giiniinde 13.80 olan renk ve gériiniis puanlari,
olgunlasma siiresince diizensiz bir degisim gostermis, en diigik puani 60. giinde
10.60 olarak almustir. 90 giinlitk olgunlasma sonunda renk ve goriiniis puanlari, C
peynirinde ¢ok 6nemli bir degisiklige ugramamis, B peynirinde ise hafif bir artig

goriilmiistiir. Yapilan istatistiksel analizde, olgunlagma siiresinin peynirlerin renk ve
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goriintis  6zellikleri iizerinde Onemli diizeyde etkisinin olmadifi saptanmistir

(p>0.05).

4.6.2. Yap1 ve Kivam Puanlar:

Peynirlerin yap: ve kivam puanlarina ait degerlendirmeler Cizelge 4.23°te
gosterilmektedir. Sekil 4.29 incelendiginde, renk ve goriiniis puanlarinda oldugu gibi,
yap1 ve kivam puanlariun da B ve C peynirlerinde birbirine benzer, A peynirinde ise
diisiik degerlerde ve farkli oldugu bulunmustur. B ve C peynirleri 1. giinde 35 puan
{izerinden sirasiyla 30.60 ve 30.67 gibi birbirine olduk¢a yakin puanlar almiglardir. A
peyniri ise ayni olgunlagma doneminde 24.00 puan almig, ancak bu puan olgunlasma
ilerledikce azalarak, 60. giinde 11.87’ye kadar diigmiistiir. B ve C peynirleri ile A
peyniri arasindaki farklilik, tiim olgunlagma dénemlerinde istatistiksel agidan p<0.01

diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.29. Beyaz peynirlerde olgunlagma sliresince saptanan yap1 ve kivam puanlar

Olgunlagma stiresince B ve C peynirlerinin aldiklari puanlar onemli bir

degisim goéstermemistir. B peyniri baslangicta, 30.67 puan alirken 90. giinde puani
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29.40°a dismiistir. Bu azalisin peynirdeki proteoliz nedeniyle (6zellikle o~
kazeinin parcalanmasi) yapida meydana gelen yumugamadan kaynaklanabilir
(Lawrence ve ark, 1987: Fox ve ark, 1996). B peynirinde olgunlagma siiresince
meydana gelen bu degisimin istatistiksel yonden oSnemli olmadifi saptanmustir
(p>0.05). A peynirinin yap1 ve kivam puanlannin diisiik olmasi, normal bir durum
olarak degerlendirilmistir. Ciinkii, daha dnce de belirtildigi gibi, bu peynire iiretim
sonrasinda kontamine olan bakteriler (biiylik olasilikla koliform grubu bakteriler)
baglica yapisal kusurlara neden olmugtur. Olgunlagma sirasinda, peynirin i¢ kisminda
belirgin biiytikliklerde gozenekler meydana gelmis ve bunlarin koliform
bakterilerden kaynaklanmg olabilecegi panel liyeleri tarafindan belirtilmistir. Yapida
goriilen bu kusurlar, s6z konusu peynirin yap1 ve kivam puanlarim direkt olarak
etkilemis, olgunlasma ilerledik¢e bu kusurlar daha da artmustir. Yapilan istatistiksel
analizde, olgunlagma siiresinin A peynirin yap1 ve kivam puanlan iizerinde énemli

diizeyde etkili oldugu saptanmustir (p<0.01).
4.6.3. Koku Puanlan

Cizelge 4.23’te Beyaz peynir Orneklerine ait koku puanlan verilmistir.
Peynirlerin koku puanlan degerlendirildifinde, A peyniri ile B ve C peynirleri
arasinda p<0.05 diizeyinde farklilk bulunmustur. Peynirlerin 10 puan iizerinden
degerlendirilen koku puanlari, en yiiksek B peynirinde elde edilmistir.
Olgunlagsmanin tiim dénemlerinde, B ve C peynirleri arasinda dnemli bir farklilik
saptanamamugtir. Omegin, C peyniri olgunlagmanin baslangicinda 9.20 puan alirken,
B peyniri 9.60 diizeyinde puan almustir. Aym olgunlasma déneminde A peyniri de 10
puan iizerinden 8.00 puan almigtir.

B ve C peynirlerinin koku puanlari, 90 giinliik olgunlagma siiresi igerisinde
Onemli diizeyde degisiklige ugramazken, A peynirinde bu degerler azalmistir (Sekil
4.30). Ancak, A peynirinde meydana gelen bu azalma istatistiksel agidan Snemli

bulunmamugstir (p>0.05).
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Sekil 4.30. Beyaz peynirlerde olgunlagma siiresince saptanan koku puanlari

Ashinda peynirlerde olgunlasma siiresince meydana gelen Onemli
biyokimyasal reaksiyonlardan biri de ugucu nitelikte tat ve koku bilesenlerinin
olusumudur (Fox ve ark, 1996). Olgunlasmanin bu asamasi bazi kaynaklarda (Fox ve
ark, 1996; Visser, 1993) proteolizin tersiyer fazi olarak da nitelendirilmektedir.
Ancak, subjektif yontemlerle bu durumun ortaya konulmasi oldukga giigtiir. Bunun
yami sira, duyusal degerlendirmeye katilan panel iliyelerinin peynirin kokusunu
algilamada farklilik gosterebilecekleri ve panel tiyelerinin aligkanlik bigimlerinin de
bunda etkili olabilecegi bir gergektir. Bunun i¢in, GC-MS gibi objektif tekniklerden
yararlanilarak ugucu aroma bilesenlerinin kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmesi
gerekmektedir. Duyusal degerlendirmelerin oldukga 6n plana ¢ikarildigi giiniimiizde,
gidalarda kokuyu objektif olarak algilayabilmek i¢in elektronik burun gelistirildigi
agiklanmaktadir (Schaller ve ark, 1998; Capone ve ark, 2001; Ampuero ve Bosset,
2003; Drake ve ark, 2003; O’Ricardson ve Delahunty, 2003).
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4.6.4. Tat Puanlan

Sekil 4.31°de goriildiigii gibi, en yliksek tat puaminin B peynirinde (1. giinde
30.27, 90. giinde 32.27), en diisiik puanin da A peynirinde (1. glinde 21.87, 90. giinde
18.00) saptandify goriilmektedir. B ve C peynirleri arasinda 6nemli diizeyde bir
farklihk bulunmazken, A peyniri ile B ve C peynirleri arasinda p<0.01 diizeyinde
onemli farklilik oldugu bulunmustur. Biyokimyasal 6zellikler ve azot fraksiyonlar
belirlendiginde, B peynirinin C peynirinden farklh oldugu sonucu ortaya ¢ikmustir.
Olgunlagsma siiresi ilerledikce A peyniri i¢in verilen puanlar diigmiis, sfarterli ve
startersiz peynirler arasindaki bu farkliliklar daha da biiylimiigtir. Olgunlagma
siiresince A peynirinde tat puanlan azalirken, B ve C peynirlerinde artmis ve

olgunlagma siiresinin tat puanlarn tizerine etkisi 6nemli bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4.31. Beyaz peynirlerde olgunlagma siiresince saptanan tat puanlari

Beyaz salamura peynirlerde duyusal &zelliklerin gelisiminde starterin ¢ok

onemli roli oldugunu belirten Gosheva ve ark. (1992), asetaldehit, aseton ve
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butanon—2 gibi aroma maddelerinin en ¢ok starterle tiretilen peynirlerde saptandigim

belirtmiglerdir.

4.6.5. Toplam Puanlar

Beyaz peynirlerde olgunlasma siiresince verilen toplam duyusal puanlar
Cizelge 4.23’te ve Sekil 4.32°de verilmistir. Toplam duyusal puanlarda da B ve C
peynirleri arasinda &nemli bir farklibik saptanamamig, A peynirinin B ve C
peynirinden 6nemli diizeyde farkli oldugu bulunmustur (p<0.01). Toplam puanlar
incelendiginde, C peyniri en yliksek toplam puani olgunlagsmanin 60. giiniinde
(90.33) B peynirinin de 30. glinlinde (89.60) aldif1 belirlenmistir. A peyniri ise en
yiiksek puani olgunlagsmanin ilk giintinde almustir (67.67).

Olgunlagma stiresi ilerledikge C peynirinde toplam puanlar 60. giine kadar
diizenli bir gekilde artarken, B peynirinde 15. giinde bir diigiis gézlenmis, sonraki
donemlerde dalgali da olsa artiy meydana gelmistir. A peynirinde ise olgunlagsma
stiresince toplam puanlar 60. giine kadar hizli bir diigiis g6stermis, en diigiik puan: bu
dénemde almustir (48.33). B ve C peynirlerinde olgunlagma siiresince meydana gelen
degisim istatistiksel olarak Onemli bulunmazken, A peynirinin toplam puanlarinda
meydana gelen diisiisler p<0.01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. A peynirinin toplam
puanlanindaki bu azalis, ayn ayn verilen duyusal parametrelerdeki azalasin
yansimast olarak degerlendirilmistir. Olgunlagmanin 60. giinlinde A peynirinin aldig:
toplam puan, B ve C peynirlerinin sahip olduklar1 puanlarin hemen yaris1 kadar
olmustur. Bu durum peynir siitiine ilave edilen starterin peynir kalitesine ne kadar
etkili oldugunu gdstermektedir.

Shakeel-Ur-Rehman ve ark. (1999), 12 farkli Lactococcus suslarn ile
tirettikleri Cheddar peynirlerinde en yliksek duyusal puanmin SK11 susu ile yapilan
peynirlerde saptandigmi belirtmislerdir. Muir ve ark. (1996), peynirin yapisi, tadi,
kokusu ve diger duyusal 6zellikleri lizerinde starter bakterilerin 6énemli etkilerinin
oldugunu ve mezofilik starterlerle tiretilen peynirlerin daha olgun tatta olduklarin:

bildirmislerdir.
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Sekil 4.32. Beyaz peynirlerde olgunlagma siiresince saptanan toplam puanlar

Duyusal puanlar genel olarak degerlendirildiginde, starter katilmayan A
peynirinin tiim olgunlasma dénemierinde starter katilan peynirlerden disiik degerler
aldi1 ve tercih siralamasinda en son sirada yer aldifi gériilmiistiir. Peynir siitiine
starter ilave edilerek peynir mikroflorasi kontrol altina alinmis ve digarindan
kontamine olabilecek mikroorganizmalarin gelisebilme riskleri en disiik dlzeye
indirilmistir (Xanthopoulos ve ark, 2000). Starter ilave edilen B peynirinin, panele
katilan iiyelerin cogunun begenisini kazandid1 ve tercih siralamasinda birinci sirada,
C peynirinin ise ikinci sirada yer aldig1 saptanmustir. Tiim olgunlasma donemlerinde
A peynirinin B ve C peynirlerinden ¢ok farkli oldugu panel iiyeleri tarafindan
belirtilmistir. Duyusal agidan B ve C peynirleri arasinda bir benzerlik goriilse de,
gerek azot fraksiyonlarinin Kjeldahl analizlerinde, gerekse urea~PAGE ve RP-HPLC

analizlerinde bu peynirler arasinda bazi farkliliklarin oldugu saptanmustir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu caligmada, starter olarak kullanilan farkli Lactococcus cinsi bakterilerin
Beyaz peynirin kimyasal, biyokimyasal ve duyusal &zelliklerine etkileri
arastirlmistir. Startersiz (A), Lactococcus lactis subsp. lactis NCDO763 + Lc. lactis
subsp. cremoris SK11 bakterilerinden olusan (B) ve Lc. lactis subsp. lactis UC317 +
Lc. lactis subsp. cremoris HP bakterilerinden olusan (C) starter kiiltiirleriyle 3 tip
peynir {iretilmis ve peynirler 741 °C’de 90 giin siire ile olgunlagtirlmiglardir. Ug
tekerriirlii olarak yuriitilen bu ¢alismada, olgunlasmanin 1., 15., 30., 60. ve 90.
giinlerinde peynirlerin analizleri yapilmustir. Asagida peynirlerin tiretimi, olgunlasma
sirasindaki kimyasal bilesimi ve fiziksel 6zellikleri ile biyokimyasal ve duyusal

6zelliklerinde meydana gelen degisimler 6zetlenmistir:
Peyniralti Suyunun Ozellikleri ve Peynir Randimant

B ve C peynirinin liretiminde kullamilan suslar peynir siitiinde asitlik
gelistirme bakimindan Onemli dilizeyde farkliik g6stermemiglerdir. Starter
katilmayan A peynirinde ise asitlik gelisimi c¢ok yavas olmusg, iretimin tiim
agamalarinda peyniralti sularinda olgiilen pH degerleri A peynirinde daha yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Bu peynirde yeterince asitlik gelisimi olmadigindan, telemede
daha fazla su kalmis ve bu durum olgunlagma siiresince devam etmistir. Bu nedenle,
peynirin  bilesimindeki ve mikroflorasindaki farkliiklar peynirlerin  tiim
niteliklerinde, 6zellikle proteolizinde ve duyusal 6zelliklerinde 6nemli diizeyde farkli
etkiler yaratmigtir.

pH degerinin A peynirinde daha yiiksek olmasi nedeniyle, A peynirinin
telemesinde daha fazla peyniralti suyu bulunmasi peynir randimaninin daha yiiksek
olmasmma yol agmistir. B ve C peynirlerinde pH degerinin daha diigiik olmasi
nedeniyle, kazeinlerin su tutma kapasiteleri azalmig ve bu peynirlerde randiman daha
diigiik bulunmustur. % stit tizerinden peynir randimanlar1 hesaplandiginda sadece A
peyniri farkli bulunurken (p<0.05), % 40 kuru madde lizerinden yapilan randiman

hesabinda ise peynirler arasinda 6nemli diizeyde bir farklilik olmadig: gériilmustiir.
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Peynirlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Peynirlerin kimyasal bilesimleri iizerine starter kullamminin etkisi Snemli
bulunurken, starter farkliliginin etkisinin énemli olmadig1 goriilmiisttir. pH degerleri
acisindan, starter katilan B ve C peynirleri arasinda istatistiksel olarak ¢nemli bir
farklilik bulunmazken, A peyniri tiim olgunlasma dénemlerinde B ve C
peynirlerinden farkl diizeyde pH degerlerine sahip olmustur (p<0.05). Olgunlasma
siiresince B ve C peynirlerinin pH degerleri 6nemli bir degisiklige ugramazken A
peynirinin pH degeri 6nemli diizeyde diistis g&stermistir (p<0.05). A peynirinin
titrasyon asitligi degerleri B ve C peynirlerinden farkli bulunmus (p<0.05) ve bu
degerler olgunlagma siiresince artig gostermistir. Starter katilmayan A peynirinde
kuru madde miktar1 daha disiik oldugundan, oransal olarak % yag, protein, tuz ve
diger bilesenler de daha diistik degerler almustir. Olgunlagma stiresi ilerledikge,
peynirlerin kuru madde miktarlar1 azalmistir. Bu azalis B ve C peynirleri-igin énemli
bulunmazken, A peyniri i¢in énemli bulunmugtur (p<0.05). Peynirlerin yag ve kuru
maddede yag oranlarinda ¢ok &nemli bir degisim goriilmemistir. Olgunlasma
sliresince peynirlerin protein oranlarinda da Onemli bir degisim meydana
gelmemigtir. Peynirlerin tuz oranlann olgunlagmanin ilk 15 giinii iginde artmis

(p<0.05), olgunlagmanin ilerleyen dénemlerinde énemli bir degisim goriilmemistir.
Azot Fraksiyonlar: ve Serbest Amino Asit Degerleri

Peynirde proteolizin ne Olglide oldugu, kitlede bulunan azotun ne kadar
pargalandig1 ve ne kadarinin yeni iirlinlere doniistiigiintin saptandigi bu analizlerde,
azot fraksiyonlar ile ilgili tiim parametrelerde starter kullaniminin, suda ¢dzlinen
azot oranlar1 diginda diger parametrelerde starter farklilifinin 6nemli diizeyde
etkisinin oldugu saptanmustir. Peynirlerin suda ¢zlinen azot oranlar {izerinde daha
cok pihtilagtirict enzimin roliiniin oldugu gézlenmistir. % 12 TCA’da ¢6ziinen azot,
% 5 PTA’da ¢bziinen azot ile toplam serbest amino asit miktarlar tizerinde starter

kullaniminin ve starter farkliliinin 6nemli 6lgtide etkisinin oldugu saptanmistir
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(p<0.05). Otolitik 6zelligi bulunan starter ile tiretilen B peynirinde bu deger 6nemli
diizeyde yiiksek bulunurken, starter ilave edilmeyen A peynirinde en diisiik degeri
almigtir. Peynirlerin kazein azotu oranlar: stirekli diisiis gostermis, en fazla diisiis B
peynirinde goriilmiistir. A peynirinin kazein azotu oram tlim olgunlasma
doénemlerinde diger peynirlerden ©nemli farkliliklar gostermistir. Olgunlasma
stiresinin peynirlerin kazein azotu degerleri lizerinde 6nemli derecede etkili oldugu
saptanmugtir (p<0.05). Peynirlerin proteoz—pepton azotu oranlari, B peynirinde 30.
giinde goriilen diistis disinda olgunlasma stiresince artig géstermistir. Bu durum, %
12 TCA’da ¢bziinen azotun suda ¢6ziinen azota gore daha hizli bir artis
gOstermesinden kaynaklanmustir. A peynirinde proteoz—pepton azotu olgunlagma
siiresince daha belirgin bir artis gostermis, 6zellikle olgunlasmanin 90. giiniinde en
yiiksek degere ulagmistir. Bunun nedeninin, A peynirinin plasmin aktivitesi i¢in daha
uygun bir ortam (pH, su orani) olusturmasindan ve olgunlasmanin ilerleyen
dénemlerinde starter olmayan laktik asit bakterilerinin  aktivitelerinden
kaynaklanabilecegi sonucuna varitmigtir.

Peynirlerin serbest amino asit miktarlari, olgunlasma siiresince artis gostermis
ve peynirler arasinda dnemli diizeyde farklilik bulunmustur. Ozellikle olgunlasmanin
60. giiniinden sonra bu farklihk daha belirgin hale gelmistir. B peyniri,
olgunlagsmanmin 90. giiniinde A peynirine gére yaklagik 2 kat fazla toplam amino asit
birikimi  saglamigtir. Olgunlagmanin 60. giininde belirlenen amino asit
kompozisyonu incelendiginde toplam amino asit miktarinin yine en ¢ok B peynirinde
saptandif1 gériilmektedir. Peynir drneklerinde en ¢ok bulunun amino asitlerin Leu,
Glu, Phe, Lys ve Val oldugu belirlenmistir. En yiiksek NH; miktarinin A peynirinde
saptanmasi, bu peynire sonradan kontamine olan starter olmayan laktik asit
bakterilerinin peynir proteolizinde, 6zellikle amino asit katabolizmasinda, farkli

etkiler meydana getirdiklerini disiindiirmiistiir.
Toplam FFA Miktarlar: ve Sertlik Indeksleri

Peynirlerin toplam FFA miktarlari (% oleik) olgunlasma stiresi igerisinde

stirekli artig gostermigtir. Olgunlagmanin 30. giinline kadar peynirlerin FFA
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miktarlar1 birbirine yakin degerler almis, olgunlagsmanin 60. ve 90. giinlerinde B
peyniri A ve C peynirlerinden yliksek ve 6nemli diizeyde farkli FFA miktarlarina
sahip olmustur (p<0.05). Bu durumun B peynirinin starter karisiminda yer alan SK11
susunun otolitik dzelliginden kaynaklandig: distiniilmiigtiir.

Peynirlerin sertlik indeksleri incelendiginde, starter katilan B ve C
peynirlerinin birbirine yakin degerler aldigi, A peynirinin sertlik indeksinin B ve C
peynirlerinden diisiik oldugu bulunmugtur (p<0.05). Tiim peynirlerde olgunlagma
stiresi ilerledikge sertlik indeksi degerleri azalmig, B ve C peynirleri ile A peyniri

arasindaki farklilik bliylimustiir.
Urea—PAGE Elektroforetik Analizleri

Peynirlerin olgunlasmanin tiim asamalarinda pH 4.6’da ¢6ziinmeyen
fraksiyonlarmmn urea~PAGE elektroforetogramlari ¢ikarilmis bunlarin dansitometrik
degerleri elde edilmigtir. Peynirlerde olgunlasma siiresince, gerek B—kazein gerekse
ogi—kazein miktarlarinda azalmalar olmus, ancak o4 —kazein daha ¢ok
parcalanmigtir. Bakteriyel olarak olgunlastinlan diger peynir gesitlerinde oldugu gibi,
B-kazein hidrolize kars1 daha fazla direng gostermistir. B—kazein en ¢ok A ve C
peynirlerinde hidrolize olmugtur. Bu durum, C peynirinde yer alan starterlerin B—
kazeine etki edebilen lactocepin-I proteinazina sahip olmasindan ve A peynirinde pH
degerinin  yliksek olmasindan dolayr plasminin aktivite g&stermesinden
kaynaklandig1 sonucuna varilmustir. og;—kazeinin en ¢ok B peynirinde pargalandii,
y-kazeinin ise en ¢ok A peynirinde olustugu dikkat ¢eken diger 6nemli bir nokta
olmustur. Peynirlerin pH 4.6’da ¢6zlinmeyen fraksiyonlarinin urea—PAGE’de elde
edilen degerlerinin PCA (Principal Component Analysis) ve HCA (Hierarchical
Cluster Analysis) analizleri A peynirinin farkli oldugunu gostermis, ayrica peynirleri
olgunluklarina gére gruplandirmistir. Bu yolla, taze ya da az olgun peynirleri (1-15
giinliik) bir grupta, olgun peynirleri ise (30-90 giinliik) diger bir grupta siniflandirma

olanagi elde edilmistir. Son- yillarda uygulanan bu istatistiksel yontemin
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(Multivariate Statistical Anlaysis) olduk¢a kullaniglt bir teknik oldugu bu ¢aligma ile

de dogrulanmugtir.
RP-HPLC Peptid Profilleri

Peynirlerin pH 4.6’da ¢6zlinen fraksiyonlarmin RP-HPLC peptid
profilllerinde olgunlagmanin 15. giiniine kadar peynirler arasinda 6nemli diizeyde bir
farklihik belirlenememistir. Ancak, olgunlagmanin 30., 60. ve 90. gilinlerinde
peynirlerin peptid profilleri arasinda belirgin bazi farklihiklar gériilmiigtiir. Starter
kullaniminin Onemli 6lgiide etkisinin saptanmasimin yami swra, farkli starter
kullamiminmin peynirin sekonder proteolizinde Snemli derecede etkili oldugu ve
peynirde farkli diizeyde peptid ve amino asit olusumuna neden oldugu gergegi bu
calisma ile de dogrulanmustir. RP-HPLC peptid profillerinde, B peynirinin alikonma
zamaninin baslangicinda (9. ve 13. dakikalarda) farkli pikler vermesi, A peynirinde
ise alikonma zamaninin 20. dakikasina kadar 6nemli bir pik bulunmamasi peynirleri
peptid profilleri bakimindan farkli kilan en 6nemli unsurlardan biri olmustur.
Alikonma siiresinin 40. dakikasindan sonra gelen pikler (hidrofobik bolge)
degerlendirildiginde, en ¢ok pik A peynirinde goriiliirken, bu bolgede en az piki B
peyniri vermistir. Peynirlerin pH 4.6’da ¢ziinen fraksiyonlarimin RP-HPLC peptid
profillerinde, alikonma siiresinin 26. ve 33. dakikalarinda gelen peptidler her 3
peynirde de saptanmig, ancak konsantrasyonlar1 farklt bulunmugtur. Urea-PAGE
analizlerinde oldugu gibi, peynirlerin pH 4.6’da ¢6ziinen fraksiyonlarinin RP-HPLC
peptid profillerinin PCA grafigi ve HCA dendrogramlarinda da A peynirinin B ve C
peynirlerinden farkli oldugu saptanmig ve peynirler olgunluklarina gore
gruplandirilmiglardir.

Peynirlerin % 70 etanolde ¢dzlinen fraksiyonlarimin (daha kiigtik, hidrofilik
peptidler) RP-HPLC peptid profilleri pH 4.6’da ¢oziinen fraksiyonlarin profillerine
olduke¢a benzerlik gdstermistir. pH 4.6’da ¢6ziinen fraksiyonlarin RP-HPLC peptid
profillerinde belirlenen ve alikonma siiresinin 26. ve 33. dakikalarinda gelen pikler,

pik yiikseklikleri farkli da olsa % 70 etanolde ¢oziinen fraksiyonlarda da elde
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edilmigtir. Kromatografik sonuglarin PCA ve HCA istatistiksel analizlerine gére A
peynirinin farkli oldugu, B ve C peynirlerinin benzer oldugu saptanmustir.

% 70 etanolde ¢dzlinmeyen fraksiyonlarin (daha biiyiik, hidrofobik peptidler)
hem RP-HPLC peptid profilleri hem de urea—PAGE elektroforetogramlari oldukga
farklilik gostermistir. % 70 etanolde ¢dziinmeyen fraksiyonlarin daha gok alikonma
siiresinin 40. dakikasindan sonra pikler vermeye basladig1 saptanmustir. Peynirlerin
% 70 etanolde ¢oziinmeyen fraksiyonlarmin RP-HPLC profilleri agisindan en
belirgin farklilik A peynirinde goriilmiistiir. C peyniri i¢in elde edilen kromatogramin
hidrofobik bolgesinde, B peynirine gére daha yogun pikler bulundugu saptanmistir.
% 70 etanolde ¢dziinmeyen fraksiyonlann urea—PAGE elektrofortetograminda da A
peyniri olduk¢a farkli bantlar vermistir. B peynirinde o —kazeinin parg¢alanma
tirtinleri bolgesinde hemen hi¢ bant belirlenemezken, A peynirinde ve kismen de C
peynirinde belirli yogunluklarda bantlar elde edilmistir. % 70 etanolde ¢oziinmeyen
fraksiyonlarin RP-HPLC peptid profillerinin PCA ve HCA analizinde A peynirinin
olduk¢a farkli oldugu, B ve C peynirlerinin ise benzer profiller verdikleri

gOriilmiistiir.

Duyusal Ozellikler

Peynirlerin duyusal 6zellikleri (renk ve goriiniis, yap1 ve kivam, koku, tat,
toplam puanlar), degerlendirildiginde, B ve C peynirleri arasinda istatistiksel agidan
6nemli bir farklilifin olmadigi, A peynirinin ise tiim duyusal 6zellikler agisindan
onemli derecede farkli oldugu saptanmistir (p<0.01). Olgunlasma siiresi ilerledikge,
B ve C peynirlerinin duyusal puanlarinda kismen de olsa bir artis olurken, A
peynirinde tim duyusal Ozelliklerde azalma olmustur. A peynirinde starter
kullanilmamasi, B ve C peynirlerine gore gevreden olasi kontaminasyonlara daha
duyarli olmas: nedeniyle, peynirde birtakim yapisal kusurlar goriilmiis ve bu durum
diger duyusal 6zellikleri de olumsuz yénde etkilemistir.

Sonug olarak, peynirde starter kullanilmadi1 zaman, peynir siitiinde asitlik
gelisiminin yeterli diizeye ulasamadifi ve bu nedenle de peynirin kimyasal

bilesiminde, fiziksel, biyokimyasal ve duyusal ozelliklerinde Onemli 6lgiide
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farklililar olmaktadir. Farkl starter kullaniminin peynirin kimyasal bilesimi {izerinde
Snemli bir degisime neden olmadil, starterin daha ¢ok peynirin azot fraksiyonlarn ile
biyokimyasal 6zellikleri ve kismen de duyusal 6zellikleri tizerinde farkli etkilerde
bulundugu belirlenmistir. Starter farkliliginin, peynirin az da olsa primer proteolizine
(urea—PAGE) etkide bulundugu en énemli farkliligin peynirlerin peptid ve amino asit
profillerinde ortaya ¢iktigi saptanmustir.

Lactococcus suslarmin  kullanildign bu ¢alismada suglarin  peynirlerin
proteolizine farkli etkilerde bulundugu, ozellikle otolitik &zellik gosteren ve B
peynirinin starter kombinasyonunda yer alan SK11 susunun peynirde kalite agisindan
Onemli katkilar sagladifi yapilan duyusal, kimyasal ve biyokimyasal analizlerle
ortaya konulmugtur (Hayaloglu ve ark, baskida). Elde edilen sonuglara gore, B
peynirinin daha kisa stirede olgunluga eristigi, peynirde otolitik &zellik gosteren
starterlerin kullaniminin olgunlagsma stiresini kisalttifi ve peynirde kalite agisindan
herhangi bir olumsuzluga neden olmadig1 (acilasma, yapisal bozukluklar vb)
goriilmigtir. Son yillarda, farkli starter kullaniminin peynir proteolizi iizerine
etkilerinin arastirildi1 diger calismalarda da benzer sonuglar elde edilmis, uygun
nitelikteki (6zellikle otolitik 6zelligi ve peptidolitik 6zellikleri gli¢li olan) starterin
kullanimu ile daha kisa siirede olgunlasan ve iyi kaliteli peynir elde edilebilecegi
belirtilmigtir. Ayrica, gok sayida veri igeren ve yorumlamasi gii¢ olan elektroforetik
ve kromatografik sonuglarin ¢ok degiskenli bazi istatistiksel tekniklerin (PCA ve
HCA) uygulanmasi, sonuglarin daha kolay yorumlanmasin1 ve anlagilmasini
saglamistir. Bunlara ek olarak, peynir siitiine 1s1l islem uygulanmigsa mutlaka starter
katilmas1 gerektigi, B ve C peynirlerinde yer alan starterlerin peynir proteolizine
farkli sekillerde katkida bulunduklari, starter se¢iminde mutlaka proteolitik
Ozelliginin ve starterin amino asit olusturma yeteneginin g6z Oniinde
bulundurulmasinin gerekli oldugu sonucuna varilmigtir. Diger taraftan, starter
katilmayan A peynirinde O6zellikle 30. giinden sonra azot fraksiyonlar1 ve
biyokimyasal &zelliklerinde (urea-PAGE, RP-HPLC) bazi farkli sonuglarin elde
edilmesi, starter olmayan laktik asit bakterilerinin de Beyaz peynirde proteolize

onemli ve farkli boyutlarda katkilar sagladigini géstermistir.
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