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OZET

ULTRASES ISLEMININ ENZIiM MODIFIYE PEYNIRiI URETIiMINDE
UYGULANMASI VE URETIM OPTIMiZASYONU

Ebru YILMAZ
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Dog¢. Dr. Zafer ERBAY
Agustos 2022, 60 sayfa

Gida endiistrisinde mikroorganizma ve enzim inaktivasyonu amaciyla yaygin sekilde
kullanilan 1s1l islemler, kimi olumsuz degisimlere neden olabildikleri i¢in 1s11 olmayan
alternatif teknolojilere egilim artmistir. Bu kapsamda farkli kullanim alanlarina sahip
olmasi ve endiistriyel uygulamalara uygunlugu agisindan ultrases teknolojisi 6zel olarak
one c¢ikmaktadir. Ultrases uygulamasinin yaratmis oldugu kavitasyon sonucu agiga c¢ikan
enerji ve kuvvetlerin, siit bilesenleri {lizerine olan cesitli etkileri siit ve siit iirlinlerinde
verim artigt ve siit proteinlerinin fonksiyonel ozelliklerinde iyilesmeler saglamaktadir.
Ultrasesin, diisiik frekans-yliksek enerjili uygulamasi kapsaminda kontrollii sartlar
olusturuldugu zaman, protein ve enzim iizerinde yaratmis oldugu cesitli mekanizmalar
dogrultusunda, aktivasyon enerjisinin azaldigi bildirilmektedir. Bdylelikle ultrases
teknolojisi, uygulama kosullarina (gii¢, frekans, islem siiresi) bagli olarak acgiga cikan
kavitasyon mekanizmasinin etkisiyle gida endiistrisinde, 1s1l iglemlere gére pek ¢ok avantaj
saglamis ve kullanim alani bulmaya baslamistir. Ozellikle uygulanan kosullar cergevesinde
olusturmus oldugu serbest radikal diizeyi diisiik frekans-yliksek enerjili uygulamalarda
minimum seviyededir. Bununla beraber, enzim inaktivasyonunun tersine kimi ultrases
uygulamalarinda enzim aktivasyonu saglanabilmis ve bu agidan diger pek ¢ok islemden
ayr1 ve 0zgiin bir uygulamaya alan agilmistir. Bu dogrultuda, ultrases teknolojisinin bu
etkisinin enzim modifiye peynirlerinin (EMP) {iretiminde etkin bir rol oynayabilecegi
diisiiniilmiis ve tez c¢alismasinda ultrases On islemi uygulamasi ile daha kisa {iretim
stiresinde benzer kalite 6zelliklerine sahip EMP {iretimi denenmistir. Calismada ultrases
giicll, igslem siiresi ve proteoliz siiresi islem degiskenleri olarak alinmis ve 30-110 W gii¢

aralig, 5-30 dk ultrases islem siiresi aralig1 ve 2-12 proteoliz siiresi araligi kosullarinda
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iiretimler gerceklestirilmistir. Uretim siirecinde OUI, OYI, SAI ve titrasyon asitligi
yanitlar1 dikkate alinarak yanit ylizey yontemi ile optimizasyon yapilmis ve US giicii 46,28
W, US 6n islem siiresi 9,8 dk ve proteoliz siiresi 10,49 saat olarak optimum kosullar
belirlenmistir. Ayn1 zamanda, ek olarak yapilan kimi iiretim calismalari ile islem
kosullarinin etkisi tez kapsaminda tartisilmis ve son iirliniin karakterizasyonu yapilmistir.
Calismalar sonucunda EMP 6zelliklerinde US siiresinin belirli bir etkisi oldugu fakat
proteoliz siiresinin daha baskin bir etkiye sahip oldugu saptanmistir. US giiciiniin ise etkili
olmadigr gorlilmiistiir. Sonu¢ olarak, kontrol EMP orneklerine yakin o6zelliklerdeki
orneklerin ultrases 6n isleminin destegiyle 1,5 saat daha kisa bir siirede elde edilebilecegi

belirlenmis ve US isleminin enzim aktivasyonunu hizlandirabilecegi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ultrases, Enzim Modifiye Peynir, Enzim Aktivasyonu, Proteoliz



ABSTRACT

APPLICATION OF ULTRASOUND ON ENZYME-MODIFIED CHEESE
PRODUCTION AND OPTIMIZATION OF THE PRODUCTION

Ebru YILMAZ
M.Sc., Department of Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zafer ERBAY
August 2022, 60 pages

Since heat treatments, which are widely used in the food industry for the inactivation of
microorganisms and enzymes, can cause some negative changes, the tendency to
alternative non-thermal technologies has increased. In this context, ultrasound technology
stands out especially in terms of having different usage areas and suitability for industrial
applications. There are various effects of the energy and forces occurred as a result of
cavitation created by the ultrasound application on milk components may provide an
increase in the yield and functionality of dairy products. It is reported that the activation
energy decreases for proteins and enzymes as a result of the mechanisms created by low-
frequency-high-energy applications of ultrasound at controlled conditions. Thus, with the
effect of the cavitation mechanism that emerges depending on the application conditions
(power, frequency, processing time), ultrasound technology has provided many advantages
over heat treatments in the food industry and has started to find usage areas. In particular,
the free radical level formed within the framework of the applied conditions is at a
minimum level in low-frequency-high-energy applications. However, unlike enzyme
inactivation, enzyme activation was achieved in some ultrasound applications, and in this
respect, a separate and unique application area was opened from many other processes. In
this direction, it was thought that this effect of ultrasound technology could play an active
role in the production of enzyme modified cheeses (EMC). In this study, the production of
EMC with similar quality characteristics in a shorter production time was tried with the
application of ultrasound pretreatment. In the study, ultrasound power, ultrasound
treatment time and proteolysis time were taken as process variables and productions were

carried out in the range of 30-110 W for ultrasound power, 5-30 min for ultrasound
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treatment time and 2-12 for proteolysis time. The response surface method was used in the
optimization of production process by taking into account the proteolytic ripening indexes
(REIL RDI, and FAAI) and titration acidity as responses. The optimum conditions were
determined as ultrasound power 46.28 W, ultrasound pretreatment time 9.8 minutes and
proteolysis time 10.49 hours. At the same time, some additional production studies and the
effect of process conditions were discussed within the scope of the thesis and the final
product was characterized. As a result of the studies, it was determined that the US
processing had a significant effects on the EMC properties, but the proteolysis time
dominated. US power had no significant effects on EMC properties. It was determined that
samples with properties close to the control EMC samples could be obtained in 1.5 hours
of shorter time with the ultrasound pretreatment.and US treatment could accelerate

enzymatic reactions.

Keywords: Ultrasound, Enzyme-Modified Cheese, Enzyme Activation, Proteolysis
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1. GIRIS

Gida iirlinlerinin depolanmalari sirasinda fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik nedenlerden
dolay1 yapisal ve duyusal ozellikleri degismektedir. Bu istenmeyen degisimler, genel
olarak mikroorganizma gelisimi ve enzimatik reaksiyon kaynaklidir. Dolayisiyla bunun
ontline gegmek icin mikrobiyal ve enzimatik inaktivasyonun saglanmasi gerekir (Merterns
ve digerleri, 1992; Barbosa ve digerleri, 1997). Bu amagla 1s1l islem, kurutma, tuzlama ve
dumanlama gibi islemler yaygin olarak uygulanmaktadir. Gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilan 1s1l iglemler, uygulama kosullarina bagh olarak kimi olumsuz degisimlere neden
olurlar (renk degisikligi, arzu edilmeyen aroma bilesikleri vb.) Bu olumsuz degisimlerin
Oniine ge¢mek, gidalarin raf omriinii arttirmak, fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirmek ve
gida bilesenlerinin dzelliklerini gelistirmek amaciyla 1s1l olmayan alternatif teknolojilere
egilim artmistir (Merterns ve digerleri, 1992; Barbosa ve digerleri, 1997). Bu kapsamda
vurgulu elektrik alan, yiiksek hidrostatik basing, darbeli 11k, 1sinlama, radyo frekans,
ultrases vs. gibi yeni teknolojiler yer almaktadir. Bu teknolojiler arasinda farkli kullanim
alanlarina sahip olmasi ve endiistriyel uygulamalara uygunlugu agisindan ultrases
teknolojisi 0zel olarak One c¢ikmaktadir. Ultrases teknolojisi, 20000 veya daha fazla
titresim gercgeklestirirken ses dalgalari ile enerji meydana getirmektedir. Kisaca ultrases
teknolojisi bir ses dalgasi uygulamasidir. Ultrases teknolojisi, ana mekanizmasi olan
kavitasyondan yararlanarak gida endiistrisinde mikrobiyal ve enzim inaktivasyonu,
ekstraksiyon, kristalizasyon, dondurma/¢ézdiirme, emiilsifikasyon ve oksidasyon hizim
arttirma gibi gesitli alanlarda 1s1l islemlere gore pek ¢ok avantaj saglamig ve kullanim alanm
bulmaya baslamustir. Ozellikle siit endiistrisinde yaygin olarak kullanilan yiiksek 1sil
isleme kiyasla ultrases uygulamasi, homojenizasyon verimini arttirmakta, jel kuvveti ve
sikihigini iyilestirmekte, vizkozite ve su kapasitesini arttirabilmektedir (Akdeniz ve
digerleri, 2017). Bu iyilestirmeler ultrases uygulamasinin sagladigi avantajlarin bir
kismidir. Bununla birlikte kimi ultrases uygulamalari ile enzim inaktivasyonunun tersine,
enzim aktivasyonunun arttirilmasi saglanabilmis ve bu agidan diger pek cok islemden ayri
ve Ozgilin bir uygulamaya alan ac¢ilmistir. Heniiz calisma sayist kisith olmakla birlikte,
ultrases uygulamasi ile mikroorganizma membran gecirgenliginin artiginin, substratlarin

enzimatik reaksiyonlara olan direncinin azalmasiin ve/veya enzimlerin substratlara olan



maruziyetinin artmasinin saglanabildigi goriilmiis; bdylelikle enzimatik reaksiyonlarin

hizlandirilabildigi bildirilmistir.

EMP olgunlagsma siiresinin kisaltilmasi i¢in peynirin enzim ile islenmesi sonucu elde
edilen bir iirlindliir. EMP iiretimin tamami enzimatik reaksiyonlarla gergeklestirilir ve
bundan dolay1 bu siirecin yonlendirilebilmesi, bu iiriin i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. Bu
calismada enzim modifiye peynir liretiminde ultrases on islem uygulamasi ile EMP {iretim
stirecinin kisaltilmasi hedeflenmistir. Bu amagcla, iki asamali EMP iiretiminde, proteoliz
oncesi On islem olarak farkli kosullarda ultrases uygulanmis ve iiriin kalite 6zelliklerindeki

degisim gbézlemlenerek, islem kosullar1 optimize edilmistir.



2.0ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Ultrases ve Kavitasyon

Ultrases, insanlar tarafindan isitilebilen ses dalgalarinin frekansindan daha yiiksek bir
frekansa sahip ses dalgalaridir. Bagka bir ifadeyle ultrases, saniyede 20000 veya daha fazla
titresim gergeklestirirken, ses dalgalar1 ile enerji meydana getirilmesi olarak da ifade
edilmektedir. Ultrases varlig1 ilk olarak diinya savaslar1 sirasinda deniz altilar1 tarafindan
gonderilen ses dalgalarinin, baliklarin 6liimiine sebep olmasi ile anlagilmistir (Moholkar ve
digerleri, 2003). Kavitasyon olgusu ise daha once L. Euler tarafindan 1754’teki su
tiirbinleri teorisinde tahmin edilmistir. Kavitasyon kelimesi aslen R. E. Froude tarafindan
yazilmis ve ilk once 1895 yilinda Barnaby ve Thornycroft tarafindan alintilanmustir.
Barnaby ve Parsons (1893), kavitasyon olayini kesfeden ve inceleyen ilk kisilerdir. Bu
aragtirmacilar, pervane kanatlarinda buhar kabarciklar1 olusumunun, 1885 yilinda Ingiliz
yiiksek hizli bir savas gemisi olan HMS Daring’in denizdeki durusunu olumsuz anlamda
etkiledigini kesfetmislerdir. Rayleigh, 1917°de biiylik bir siv1 kiitlesinde meydana gelen
kabarcigin ¢okmesi sorununu ¢ozerek kavitasyon caligmalarinin teorik temellerini atmistir
(Li ve digerleri, 2015). 1960’larda da diisiik frekansli-yiiksek enerjili ultrases endiistride

kullanilmaya baslanmustir.
Ultrases frekans araligina gore ii¢ grupta siniflandirilmaktadir. Bunlar;

e Disiik Frekans- Yiiksek Enerji Uygulamasi: 1 W/cm? iizerindeki yogunluklarda 20
kHz ile 100 kHz arasindaki frekanslar1 kullanan yiiksek enerjili ultrases
uygulamalaridir.

e Yiiksek Frekans- Diisiik Enerji Uygulamasi: 1 W/cm? altindaki yogunluklarda, 100
kHz ile 1 MHz arasindaki frekanslari kullanan diisiik enerjili ultrases
uygulamalaridir.

e Tanimlayict Ultrases Uygulamasi: 1 MHz ile 10 MHz arasindaki frekanslarin

kullanildig: analitik tekniklerdir.

Yiiksek frekansli-diisiik enerjili ultrases, gidanin sertlik, asitlik, seker icerigi, olgunluk,

protein etkilesimleri gibi fiziko-kimyasal 6zelliklerini 6lgmek amaciyla tahribatsiz analitik
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teknikte bir uygulama iken diisiik frekans-yiiksek enerjili ultrases, gidanin fiziksel ve
kimyasal ozelliklerinin degistirilmesinde etkili bir uygulamadir. Bununla birlikte
mikroorganizma ve enzim inaktivasyonu amaciyla da kullanilir (Suteriya ve digerleri,

2018).

Frekans araligina gore belirlenen ultrases uygulamalari, calisma kolayligi saglamasinin
yani sira islem parametreleri (frekans, gii¢, uygulama siiresi vb.) arasindaki en dogru
iligkinin yakalanmasindaki karmasay1 da azaltmaktadir. Bu uygulamanin ana mekanizmasi
kavitasyona dayanmaktadir. Uretilen enerji saniyede 20000 titresimle mekanik dalgalar
halinde siviya gonderilir ve sivi igerisindeki molekiiller titresmeye baglar. Bu titresim
komsu molekiillere aktarilarak ortamda bir enerji aktarimi saglar. Bu siirecte rastgele
noktalarda sivinin gaz forma doniismesi ile kabarciklar olusur. Devam eden enerji aktarimi
ile kabarciklar, sikistirma ve genisleme hareketlerinde bulunarak biiyiimeye baglarlar. Bu
esnada kabarcigin i¢ kisminda N ve O, gibi gaz molekiilleri ve su buhari birikmeye baglar.
Bu biiylime evresi kabarcik boyutu kritik boyuta ulastifinda, kabarcigin patlamasi ile
sonlanir. Bu patlama sonucunda ortamda yiiksek bir enerji, tiirbiilans ve kayma kuvvetleri
olusmaktadir. Bu olay “kavitasyon“dur. Burada agiga c¢ikan enerji ise ‘“kavitasyon
enerjisi” olarak adlandirilir. Uygulanan ultrases uygulamasina gore kavitasyon kabarciklari
iki farkli sekilde davranis gosterir (Yiiksel ve digerleri, 2013; Ashokkumar ve digerleri,
2010).

Bu davranis bicimleri su sekildedir:

1- Kararh Kavitasyon: Genellikle yiiksek frekans-diislik enerjili ultrases uygulamalarinda
goriiliir. Bu uygulamada, ortamdaki enerji aktarimin daha diizenli olmasi nedeniyle
kabarciklar denge boyutlarinda salinmaktadir. Kabarciklarin bu davranigt kararlt

kavitasyon olarak adlandirilir.

2- Siireksiz Kavitasyon: Genellikle diisilk frekans-yiiksek enerjili  ultrases
uygulamalarinda goriilir. Bu uygulamada da ortamdaki enerji yogunlugundan dolay1
kabarciklar siirekli bir biiylime egilimindedir ve daha hizli bir saliim gosterir.
Kabarciktaki biiylime siddeti, baslangic boyutlarmin en az iki kati olan bir yar1 ¢apa

ulagmasidir.



Gida endiistrisinde esas olarak siireksiz kavitasyondan yararlanilmaktadir ve yaygin olarak
stireksiz kavitasyonun yani diisiik frekans-yliksek enerjili ultrases uygulamasinin baglica
kullanilma nedenlerinden biri minimum diizeylerde serbest radikal olusumunun
yakalanabilmesidir. Kavitasyon bolgesi; sivi, sivi-gaz ara yiizeyi ve kabarcik boslugu
icindeki gazli ortam olmak iizere ii¢ farkli bélgeden olusur. Kabarciklarin i¢ kismi, daha
oncede belirtildigi gibi su buhari, N, ve O, gibi gaz molekiilleri ile doldur (Gallo, 2018).
Kabarcigin patlamasi sirasinda agiga ¢ikan bu su buhart ve gaz molekiilleri yiiksek
sicakliklara maruz kaldiklarindan dolay1 endotermik kimyasal reaksiyonlara girerler ve
cesitli reaktif radikaller olustururlar. Bununla birlikte suyun pirolizi sonucu da OH" ve H'
radikalleri olugmaktadir (Gallo, 2018). Bu siire¢, uygulama kosullarina bagli olarak

asagidaki reaksiyon dizileri ile gergeklesebilir.

H,0+0 2 O'H+O'H (1)
H,0+H2 O'H+H, (2)
HO,+H 20'H+OH (3)
H,0+H 2 H+O'H (4)

(1) ve (3) numarali reaksiyon dizileri, digerlerine gére daha diisiik enerji ile elde edilen
tepkime yollaridir. Dolayisiyla bu durum diisiik sicakliklarda bile serbest radikal
olusumunu gosterir. Sonug olarak cesitli yollarla aciga ¢ikan radikaller, bir takim
oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlarina neden olurlar ve bu reaksiyonlar, gidalarin besin

ozelliklerini 6zellikle de lezzeti olumsuz yonde etkiler (Leong ve digerleri, 2015).

Ortamdaki serbest radikal sayisi, aktif kabarcik sayisina ve kabarcik patlamasinin
yogunluguna baglidir. Bu iki olayin siddetini, frekans belirlemektedir. Frekans arttikga,
diisiik enerji salinimi ile daha kiiclik kabarciklar olusur ve bdylelikle ortamdaki kabarcik
sayis1 artar. Frekans diistiikge de yliksek enerji salinimi ile daha biiyiik kabarciklar olusur
ve ortamdaki kabarcik sayisi azalir (Juliano ve digerleri, 2015). Biiyiik kabarciklar daha
yiiksek bir enerji ile patlamalarina ragmen ortamdaki kabarcik sayisinin daha az olmasi ve
kabarcigin patlamasi ile aciga ¢ikan su buharinin hacimsel olarak daha az yer
kaplamasindan dolayr diisiik frekans-yiliksek enerjili ultrases uygulamalarinda serbest
radikal seviyesi minimum diizeylerde yakalanabilir (Juliano ve digerleri, (2015). Bu durum
islem parametrelerinin aralarindaki iliskinin Onemini bir kez daha vurgular. Gida
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endiistirisinde ultrases uygulamalar1 sonucunda olusan kavitasyonun, yarattigi etkiler
cesitli fiziksel ve kimyasal reaksiyonlari uyarir. Bu da bir takim olumsuzluklara yol
acabilir. Fakat bu siirecler, ¢esitli asamalarda kontrol edildiginde stratejik bir avantaja da

doniistiiriilebilir. Bu, ultrasesin yeni uygulama alanlarindaki potansiyel etkisini gosterir.

2.1.1. Ultrases Cihazi ve Ekipmanlar

Ultrases cihazlar1 kullanildig1r alanlara gore farklilhik gostermekle birlikte, {i¢ temel
bilesenden olugsmaktadir. Bunlar, elektrik jeneratorii, doniistiirlicii ve verici bilesenleridir.
Elektrik jeneratorii, doniistiiriiciiyii belirli bir frekansta ¢alistirmak igin gerekli elektrik
enerjisini saglar. Ultrases doniistiirticiisii ise, elektrik salinimlarim1 benzer frekanstaki
mekanik titresimlere doniistiiriir. Son bilesen olan vericinin temel islevi de mekanik

dalgalar1 doniistiiriictiden ortama iletmektir (Abesinghe, 2018).

Endiistride dogrudan (ultrases homojenizatorii) ve dolayl (ultrases banyosu) olarak iki tip
ultrases cihazi/uygulamasi bulunmaktadir. Ultrases homojenizatorleri, mekanik dalgalar
doniistiirticiiden numuneye dogrudan aktarir iken ultrases banyosu, ¢eperlerine veya su
banyosunun tabanina baglh doniistiiriiciiden gelen mekanik dalgalar1 su aracilifiyla
numuneye aktarir. Ultrases homojenizatorlerinde aktarilan enerji yogunlugu, ultrases
banyosuna kiyasla yaklasik yiiz kat daha yiiksektir. Bu durum, diisiik hacimler i¢in yogun
bir kavitasyon enerjisi elde etmemizi saglar. Bu da ultrases homojenizatorlerini laboratuvar

Olcekli caligsmalar i¢in daha uygun kilar (Abesinghe, 2018).

Ultrases uygulamalari, bazi sistemlerde tek basina yeterli olurken bazi sistemlerde de
yeterli derecede inaktivasyon saglamak, daha etkin sonuglar elde etmek amaciyla 1s1
ve/veya basing gibi iglemler ile kombine edilerek kullanilmaktadir. Bu kombine

uygulamalar ii¢ sekilde siniflandirilir (Songiil ve digerleri, 2013). Bunlar;

e Termosonikasyon (Ultrases + Isil Islem)
e Manosonikasyon (Ultrases + Basing)

e Termomanosonikasyon (Ultrases + Isil Islem + Basing)



Kombine uygulamalarin daha etkin sonuglar vermesinin temel nedeni sinerjistik etki
yaratmalaridir. Ozellikle 1s1ya direngli enzimlerin ve mikroorganizmalarm inaktivasyonunu

kolaylikla gergeklestiren uygulamalardir.

2.2. Diisiik Frekansh Ultrases Uygulamasinin Siit Bilesenleri Uzerine Etkileri

Gilintimiize kadar gerceklestirilmis ultrases uygulamalarinin siit ve siit tirlinleri alanindaki
calisma sonuglar ele alindiginda, siit yag1 globiilleri ve diger siit bilesenlerinin ultrases
isleminden olumlu veya olumsuz anlamda etkilendigi sonucuna varilmistir. Diisiik
frekansh ultrases uygulamalar1 kapsaminda gerceklestirilen ¢alismalarin sonuglar1 her bir

siit bileseni i¢in ayr1 ayr1 ele alinmistir.

2.2.1. Siit Yag

Villamiel ve Jong (2000) calismalarinda ultrases ve termosonikasyon uygulamalarimin siit
yag1 globiilleri iizerine olan etkilerini incelemislerdir. Bu ¢alismada sicaklik dereceleri 70
°C ve 75,5 °C olan 1s1 islem ile ultrases birlikte kullanilmis ve yag globiillerinin
boyutlarinda %81,5 oranina kadar bir azalma oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak
termosonikasyon uygulamalari, ultrases uygulamasi ile kiyaslandiginda daha iyi bir

partikiil dagilimi sergiledigi bildirilmistir.

Wu ve arkadaglar1 (2000), ultrases isleminin siit homojenizasyonu iizerindeki etkisini ve
yag globiillerinin boyut dagiliminin mikroskopik fotograflarin1 incelemisler ve yiiksek

genlikli ultrasesin homojenizasyon etkisinin daha iyi oldugunu tespit etmislerdir.

Yag globiillerinin boyut dagilimint belirlemek i¢in mikroskobik goriintiileme ve okiiler
mikrometre kullanarak siitiin homojenlestirilmesi iizerindeki etkisini inceleyen Ertugay ve
Sengiil (2004) tarafindan da benzer sonuglar bildirilmistir. Gergeklestirdikleri ¢alismada,
elde edilen en yiiksek homojenizasyon verimine, 450 W’lik gii¢ seviyesinde 10 dakika
boyunca uygulanan ultrases sonucu ulasilmistir. Bu sartlar altinda gerceklestirilen
uygulama sonunda en diisiik yag globiil ¢ap1 0,725 um olarak kaydedilmistir. Sonug olarak,
ultrases siiresi ve gii¢ seviyesi arttikga homojenizasyon veriminde iyilesme oldugu
goriilmiistiir.

Bahsedilen caligmalar ile birlikte literatiirde yer alan bazi calismalarda Tablo 2.1°de

derlenmistir.



Tablo 2.1. Ultrasesin siit yag globiilii tizerine etkisi

Amag US Kosullar1 Elde Edilen Bulgularin Bir Kism1  Referans
. . I Giic: 450 W o . . . .
US’in homojenizasyon {izerine En kiiciik yag globiil cap1 0,725 (Ergutay ve digerleri,
etkisi Siire: 10 dk um 2004)

US ve termosonikasyon
uygulamalariin kiyaslanmasi

Sicaklik: 70-75°C

Termosonikasyon sonucu yag
globiil boyutlarinda %81,5
oranina kadar azalma

(Villamial ve digerleri,

2000)

US ile klasik homojenizasyon

Siire: 1,6 ve 10dk
Frekans: 20 kHz

US, klasik homejenizasyona

(Villamial ve digerleri,

etkilerinin kiyaslanmasi Giig: 90-450 W kiyasla daha iyi (6zellikle 450 W)  2000)
. L . . Frekans: 20 kH:
US’in kazein miselleri lizerine rexans z Yag globiil boyutu 10 nm’ye
olan etkisi Siire: 60 dk kadar azaltma (Wu ve digerleri, 2001)

Krem Peynir tiretiminde
termosonikasyon yag globiilleri
iizerine etkisi

Frekans:20 kHz
Giig: 0-100 W

Yag globiil boyutlarinda 7pm’den
2 pm’ye azalma

(Rubio ve digerleri,
2016)

Termosonikasyon uygulamasinin
krema iizerine etkisi

Frekans: 20 kHz
Siire: 1-3 dk

Siirenin artmastyla
homojenizasyon etkinliginde
artma

(Vijayakumar ve
digerleri, 2015)

Isil islem uygulanan yogurtlar ile
termosonikasyon uygulanan

Frekans: 24 kHz

Termosonikasyon sonucu yag

(Riener ve digerleri,

yogurtlarin kiyaslanmasi Giig: 400 W globiil boyutlar1 < 1um 2009)

Fekans: 30 kHz

Giig: 100 W " . . . .

Siire ve gii¢ arttikca (Bosiljkov ve digerleri,

US’in koyun siitii iizerine etkisi Siire: 2-15 dk homojenizasyon etkisinde artma 2012)
Termosonikasyon ile yiiksek
sicaklikta klasik Sicakhik: 10 °C 50 °C’de elde edilen yag globiil
homojenizasyonun krema iizerine ' boyutlar1 US ile 10°C ‘de elde (Chandrapala ve

etkisi Frekans: 31 W/50 W edilmigtir. digerleri, 2016)

Ozetle, yag kiireciklerinin ortalama biiyiikliik ve biiyiikliikk dagilimi akustik kavitasyon
sirasinda {iretilen fiziksel etkilere bagli olmakla birlikte ultrases islem giiciine ve siiresine

bagli olarak yag globiillerinin boyutunda kii¢iiltme etkisi olusturmaktadir.

2.2.2. Siit Proteini
Siit proteinleri; siit lirlinlerinde ¢esitli fiziksel, kimyasal ve duyusal 6zellikleri etkiledikleri
icin ayr1 bir 6nem tasimaktadirlar. Ultrases isleminin ana mekanizmasi olan kavitasyon

proteinler iizerinde ¢esitli etkiler meydana getirmektedir.

Chandrapala ve arkadaglar1 (2012) ultrases isleminin (60 dakika boyunca 20 kHz'de), taze
yagsiz siit ve sulandirilmis misel kazein numuneleri {izerine olan etkisini arastirmislardir.

60 dakika siireyle ultrases islemine tabi tutulan yagsiz siit numunesi i¢in kazein miselinin
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boyutunda, serbest kazein igeriginde ve ¢oziilebilir kalsiyum konsantrasyonunda, ¢oziiniir
peynir alti suyu proteininde kiigiik bir artis ve buna karsilik viskozitede bir azalma ve

pH'da kiiciik fakat gecici bir azalma gozlemlediklerini bildirmislerdir.

Liu ve arkadaglar1 tarafindan yapilan arastirmada ise misellerden serum fazina bir protein
salinimi oldugu ve sulandirilmis yagsiz siitte (%10 a/a toplam kat1 madde, pH 6,7-8,0,
sicaklik <30 °C) ultrases isleminin (286 kJ/kg spesifik enerji girisinde 20, 400 veya 1,600
kHz) bir sonucu olarak kazein misellerinin bozulmaya ugradigi tespit edilmistir. Bu
calismadan ve diger calismalardan yola ¢ikarak daha diisiik pH kosullarinda ve daha diisiik
frekanslarda kazein miselinin stabilitesinin bozuldugu sonucuna varilmaktadir. Bu durum
bizlere misellerin biiyiikliigiiniin degistirilmesini saglayip misel ve serum fazlar1 arasinda
kazeinlerin ayrigsmasini saglayarak yeni islevsellikte bir siit tirlinliniin gelistirilebilecegini
gosterdigini bildirmislerdir. Kazein miselleri, 6zellikle yiiksek pH'da ultrases islemi ile
kismen parcalanabilmesi nedeniyle bu durumun maya ve asit jelasyonunun arttirilmasinda

da 6nemli bir rol alacagini bildirmislerdir.

Madadlou ve arkadaslar1 (2009) ultrases giicii arttikca (35 kHz frekansinda) belirli bir pH
degerindeki kazein ¢ozeltisi icin cozelti bulanikliginin ve partikiil capinin azaldigini
bildirmiglerdir. Ayrica daha yiiksek bir pH'da tekrar birlestirilen misellerin ¢aplarindaki
azalmanin, arttigin1 gézlemlemislerdir. Dolayistyla bu durum ultrases ve pH arasinda bir
iliski oldugunu ortaya koymaktadir. Burada bahsedilmekte olan yeniden birlestirilen kazein
misellerinin bozulmasit durumu ultrases islemine bagli kesme kuvvetinin etkisinden ve

yiiksek pH'da gevsek kazein misel yapisindan kaynaklandigini bildirmislerdir.

Villamiel ve Jong (2000) stirekli akisl yiiksek yogunluklu ultrases isleminin (1s1 {iretimi
olan ve olmayan) peynir alt1 suyu proteinleri (a-laktalbiimin [a-La] ve B-laktoglobulin [B-
Lg]) tizerindeki etkisini incelemis ve termosonikasyon isleminin (61, 70 ve 75,5 °C),
ultrasese kiyasla peynir alt1 suyu proteinlerinde daha yiiksek denatiirasyonlara yol actiginm
bildirmiglerdir. 15 dakikalik ultrases isleminin, maksimum [ tabaka ve S --- S igerigini
olustururken, 30 dakikalik uygulama sonucunda minimum diizeyde di-tirozin, karbonil ve
antioksidan aktivite olusturdugu sonucuna varilmistir. Gergeklestirilen bu calismada elde
edilen verilerin ultrasesin B-Lg'nin antioksidan aktivitesini arttirma potansiyeline sahip

oldugunu gosterdigini bildirmislerdir.



Benzer bir goézlem Taylor ve Richardson (1980) tarafindan da bildirilmistir. Bu
arastirmacilarin  gergeklestirdikleri calismalarinda ultrases isleminin, yagsiz siitiin
antioksidan aktivitesi iizerindeki bir linoleat emiilsiyon sisteminde, prooksidant olarak
hemoglobin kullanip etkisini incelemislerdir. incelemelerinin sonucunda yagsiz siitiin ve
kazein fraksiyonlarinin antioksidan aktivitesinin arttigin1 gézlemlemislerdir. Yagsiz siitlin
antioksidan aktivitesindeki artis, kazein miselinin ultrases ile indiiklenen olasi
bozulmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan, kazeinin etkin konsantrasyonundaki artisla

iliskilendirmislerdir.

Chandrapala ve ekibi (2012), 60 dk siireyle 20 kHz ‘lik bir ultrases uygulamasinin bir
sonucu olarak saf B-laktoglobulin’nin yiizey hidrofobikligi ve reaktif tiyol igeriginde
asamali bir artis ve a-laktalbiimin proteini yiizey hidrofobikliginde ise onemli bir artis
meydana geldigini tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak a-La proteinin, ultrasesden daha fazla

etkilendigini bildirmislerdir.

Gergeklestirilen bu ¢alismalara gore kontrollii ultrases islemi, kazein misellerinin dogal
halini etkilemeden prosese bagli protein agregasyonunu tersine ¢evirmek icin faydali bir

sekilde uygulanabilecek bir teknik olarak kabul goriilmektedir.

2.2.3. Siit Bilesenlerinin Fiziko-kimyasal Ozellikleri Uzerine Etkisi

Kresic ve arkadaglari, peynir alt1 suyu proteinlerinin reolojik ve termofiziksel 6zelliklerine
olan (peynir alt1 suyu proteini konsantresi ve peynir alti suyu proteini izolat1) lizerinde
yiiksek basingli iglemenin, ultrasesin ve tribomekanik aktivasyonun (parcaciklar arasinda
stirtlinmeyi ve ¢arpismay1 indiikleyen bir rotor sistemi)) etkisini incelemisler ve ultrases
islemi sonucunda peynir alt1 suyu proteini konsantresi ve peynir alti suyu proteini izolati
‘nin sudaki ¢oziintirliikklerinde olumlu sonuglar elde ettiklerini bildirmislerdir (Kresic ve

digerleri, 2008).
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Kresic ve ekibi tarafindan gergeklestirilen bu ¢calismada elde edilen sonuglarin bir kismi su

sekildedir:

e Ultrases uygulamasi, peynir alti suyu proteinlerinin sudaki ¢dzliniirliigiinii yaklasik
%35-6 oranlarinda arttirmigtir. Bu durum ultrases uygulamasiyla proteinin dogal
yapisinin agilmast sonucu agiga cikan hidrofilik gruplarin (amino ve karboksil
gruplar1) suya maruz kalmasiyla agiklanabilecegini bildirmislerdir.

e Ultrases islemine bagl olarak viskozite de daha 1liml1 bir artis gozlemlenmistir. Bu
durum, hidrofilik kisimlarin suya maruz kalmasinin bir sonucu olarak artan su
tutma kapasitesinden kaynaklanabilecegi fikrini 6n plana ¢ikarabildigini

bildirmisglerdir..

Ayrica gergeklestirilen bu ¢alismada ultrases isleminin bir sonucu olarak peynir alt1 suyu
proteinlerinin baslangigtaki donma ve ¢ozlinme sicakliklart 0,5-1°C’ye kadar diisiis
gosterdigi bildirilmistir. Bu sicaklik degisimi ise fiziko-kimyasal 6zelliklere sahip olan

kii¢iik proteinlerin varligi ile iliskilendirmislerdir.

2.2.4. Siit Uriinlerinde ve Prosesinde Ultrases Uygulamasi

Chandrapala, Zisu, Kentish ve Ashokkumar (2013), protein yiizeyi hidrofobikliginde bir
degisiklik oldugunu ve 7,6 mL tetra sodyum piro fosfat (TSPP) ilavesiyle olusan misel
kazein ¢Ozeltisi jellerine uygulanan ultrases islemi sonucunda protein yiizey yiikiinde bir
degisiklik olmadigimi bildirmislerdir. Tetra sodyum piro fosfat ilavesinden Once ultrases
uygulandiginda ince bir protein agina sahip kati formda bir jel yapisi ve diislik sinerisis
gbzlenirken, Tetra sodyum piro fosfat ilavesinden sonra yapilan ultrases uygulamasi
sonucunda tutarsiz zayif jel benzeri bir yap1 gozlemlenmistir. Elde ettikleri sonuglar,
ultrases isleminin kazein sistemlerinin nihai jel &zellikleri {lizerinde 6nemli bir etkisi

olabilecegini gosterdigini bildirmislerdir.

Leong ve arkadaglar1 (2018) tarafindan gerceklestirilen bir calismada ise kazein ve whey
proteinlerini farkli oranlarda igeren siit sistemlerine, ultrases uygulanarak whey proteinleri
ile kazein arasindaki fonksiyonel etkilesimler incelenmistir. Leong ve arkadaslar1 (2018)

tarafindan gerceklestirilen bu calismada, ultrases isleminin (1 dakika boyunca 20,8 W
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kalorimetrik giicte 20 kHz), jellesmeyi 1iyilestirdigi ve viskoziteyi diislirdigl
gbzlemlenmistir. Bu durum, 1s1 ile indiiklenen protein agregatlarinin parcalanmasiyla
iliskilendirilmistir. Buna karsilik 1sitilmig kontrol numunesi, peynir alti suyu proteinleri
icermeyen kazein sistemi (% 9 a/a) i¢in jellesme fonksiyonunda azalma ve viskozitesinde

art1s gorilmiistiir.

Bu alanda yapilan son arastirmalar, peyniralti suyu proteinleri konsantresinin sudaki
¢Oziinlirliglnii, partikiil biiytikligii dagilimini, jel kuvvetini ve vizkozitesini 6nemli dlgiide
degistirebilecegini gostermektedir (Ashokkumar ve digerleri, 2010). %5°lik bir peynir alt1
suyu proteinleri konsantresi ¢ozeltisine uygulanan 20 kHz’lik bir frekanstaki ultrases
uygulamasi, ¢ozeltinin berrakliginda gozle goriiliir sekilde iyilesmeler meydana getirmistir.

Bu caligsmaya ait goriintiiler Sekil 2.1°de verilmektedir.

Sekil 2.1. %5 (a/a) seffafligi, 20 kHz ve 31 W'da belirtilen sulandirilmis peynir alt1 suyu
proteini konsantresi 80 ¢ozeltileri: (a) su (A harfi arka planda agikca goriilebilir), (b) 0
dk’daki ultrases ve (¢) 60 dk’lik ultrases (Ashokkumar ve digerleri, 2009)

Cozelti berrakligindaki bu gelisme, ultrasesin fiziksel etkilerinden kaynaklanan
sulandirilmis peynir alti suyu protein konsantresinin ¢dziinmeyen bileseninin partikiil

boyutundaki kii¢iilmesinden oldugu bildirilmistir.

Emmental peyniri icin su tutma kapasitelerinin artmast ve mavi peynirler igin yiiksek
lipolitik enzim aktivitesi, ultrases kullanilarak ¢ig siitteki yag globiillerinin boyutlarinin
azaltilmasiyla saglanmistir (Nguyen ve digerleri, 2010). Krema, yumusak veya yliksek
yagl sert peynirlerin iiretilmesi i¢in siitiin yag konsantrasyonunu arttirmak amaciyla
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kullanilabilmektedir. Dokuyu iyilestirmek i¢in ilave edilmeden o©nce bu kremayi
homojenizasyon islemine tabi tutmak yaygin bir uygulamadir. Bununla birlikte
homojenizasyon yerine ultrases islemine tabi tutulmus kremanin peynir dokusunu nasil
etkiledigi merak konusu olmus ve Chandrapala ve digerleri tarafindan bu konu ele
alinmmistir. Bu kapsamda gerceklestirdikleri ¢alismalarinda standartlastirilmis peynir
siitlinlin eklenmesinden Once ultrases islemine (1 dakika boyunca 50 W) veya
homojenizasyona (80 bar) tabi tutulan yaklasik % 40 yag iceren krema sistemleri
kullanilarak peynirin maya ve asit kaynakli jellesme 6zellikleri arastirilmistir. Elde edilen
sonu¢ ise su sekildedir; ultrases islemine tabi tutulmus kremanin ilavesi ile siitiin
pihtilagsma siiresinin yar1 yariya azaldigi tespit edilmistir. Bu durum k-kazeinin biiyiik bir
kisminin misel ylizeyinde yer almasi gercegiyle agiklanabilmistir. Kazein, yag globiillerini
icine alirken, k-kazein seviyesi etkili bir sekilde azalir ve pihtilagmanin meydana
gelebilmesi ig¢in belirli diizeyde k-kazein hidrolizi gerceklesmesi gerekir (Nguyen ve
digerleri, 2010). Ayrica homojenizasyon, mevcut kazeinin yilizey alanini arttirir ve
Cymosin enziminin k-kazeine etki etmesi i¢in daha uygun bir ortam saglar. Boylece peynir
mayasinin pthtilasma siiresi azalmaktadir. Bununla birlikte jel mukavemetinin kaybi,
pihtida daha fazla yag dagilimina neden olmaktadir. Bu durum ise daha kuvvetli bir ag
olusturmak i¢in kazein partikiillerindeki mevcut azalmayla iliskilendirilebilecegi veya jel
yapisinin siirekliligini bozmasi ve jelde zayif merkezler olarak islev gormesi nedeniyle jele
sikisan kiiciik yag globiilleri varligindan kaynaklaniyor olabilecegi bildirilmistir. Ayrica
ureticilerin ~ benzer boyutlandirmalar1 elde etmek amaciyla yiiksek sicaklik
homojenizasyonu yerine, diisiik sicaklikta ultrases kullanmalari, toplam enerji talebinin

diismesi gibi ¢esitli avantajlar saglayabileceklerini bildirmislerdir.

Ultrases igleminin, kiiltlir kullanilan siit {iriinlerinin fermantasyon siiresini azaltmada etkili
bir rol aldig1 bilinmektedir. Yogurt i¢in fermantasyon siiresi, kiiltiirlerin eklenme zamani
ile pH’ nin 4,7'ye ulastig1 zaman arasindaki aralik olarak tanimlanir (Williams ve digerleri,
2002). Fermantasyon siiresinin azaltilmasi, iiretim zamanini ve maliyetini azaltmaya
yardimcr olmaktadir. Uygulamanin kolloidal kalsiyum c¢apraz baglarinin ¢oziinmesi
tizerine olan etkisi nedeniyle yogurt jel ag1 yapisindaki yeniden diizenlemelerin azaldig:
rapor edilmistir. Ayrica mayalanma siiresinin azaldig1 bildirilmistir. Bununla birlikte daha
uzun fermantasyon siirelerine kiyasla sinerisisin ve biiylik gézenek olusumunun azaldigi

gozlemlenmistir (Peng, 2010). Sonu¢ olarak, peynir altt suyu ayrilmasi ve biiyiik
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gozeneklerin olusumu, daha uzun fermantasyon siirelerine kiyasla azalma gostermistir
(Peng, 2010). Ayrica Bifidobacterium sp. inokiile edilen sulandirilmis yagsiz siit (% 15, a
h) 20 kHz'de ve 100 W’lik kosullar altinda 15 dakika siireyle ultrases islemine tabi
tutulmus ve ardindan sicakligr 37°C olan fermantasyon ¢aligmasi sirasinda fermantasyon
siiresinin %11-26 oraninda azaldigi tespit edilmistir (Nuguyen, 2009). Buna benzer
arastirmalar kapsaminda birka¢ arastirmaci, ultrases uygulamasinin toplam fermantasyon
stiresini etkilemeden stitteki laktik asit bakterilerinin (LAB) biiyiime egrisindeki gecikme

fazinin azaldigini1 veya tamamen ortadan kalkmis olabilecegini bildirmislerdir.

Ultrases uygulamasinin, fermantasyon siirecini tetiklemedeki roliinii agiklamak i¢in birkag
mekanizma one siiriilmekle birlikte daha ¢ok Nguyen ve arkadaslari (2009) tarafindan
aciklanan mekanizma 6n plana ¢ikmistir. Nguyen ve arkadaslar1 (2009), fermantasyon
uyarict etkisinin kompleks fotolitik sistemlerden, ultrases islem altinda parcalanmis bakteri
hiicrelerinden salgilanan bir takim biiyiime faktorleri gibi hiicresel igeriklerin sizmasindan
ve uygulamanin [-galaktosidaz enzimi {lizerine olan etkisinden kaynaklandigini
bildirmislerdir. Mikroskopi kullanilarak, ultrases islem giicliniin laktik asit bakterilerinin
sahip oldugu hiicre duvari gecirgenligi tizerindeki etkisi ¢esitli aragtirmacilar tarafindan ele
almmigtir (Cameron ve digerleri, 2008; Shershenkov ve digerleri, 2015; Tabatabai ve
digerleri, 2008; Ewe ve digerleri, 2012). Ultrases uygulamasina maruz kalan laktik asit
bakterilerinde hem gézenek olusumu hem de hiicresel hasar goriildiigii bildirilmistir (Ewe
ve digerleri, 2012). Uygulamanin, laktik asit bakterilerinin hiicre zarlarinda {i¢ ¢esit mikro-
hasar meydana getirdigi tespit edilmistir. Yani mikro-catlaklar, mikro-bosluklar ve
yirtilmalar aciga ¢ikmaktadir (Tabatabai ve digerleri, 2008). Ultrases (20 KHz) giiciiniin,
Lb. acidophilus'un yapisal hasari lizerindeki etkisinin derinlemesine incelenmesi, Cameron
ve arkadaslar1 (2008) tarafindan transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada Sekil 2.2'de gosterildigi gibi goriintiiler elde edilmistir.
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a)

Sekil 2.2. Ultrasonikasyon giicliniin Lactobacillus acidophilus'un yapisal hasari

tizerindeki etkisinin transmisyon elektron mikroskobu altindaki goriintiileri (Cameron ve

digerleri, 2008)

5 dakikalik bir ultrases uygulamasinin, hiicre yapisinda hasar olusturdugu ve hiicrelerin
icinde az sayida lipozom benzeri keseciklerin agiga c¢iktigi tespit edilerek Lb.acidophilus
tizerinde ultrases uygulamasinin hem harici hem de dahili hiicre hasarina neden oldugu
anlasilmistir. Ayrica akis sitometrik analizi, ultrasesin laktikasit bakterilerinin hem
membran gegirgenligini hem de akiskanligimi arttirdigini ortaya koymaktadir (Ewe ve
digerleri, 2012). Bu degisiklikler, hiicre i¢i kavitasyon veya ilgili hava kabarciklar
nedeniyle hiicre zar1 lipitlerinin  emiilsifikasyonundan  (lipit  peroksidasyonu)
kaynaklandigini bildirmislerdir. Bu nedenle, bakteriyel hiicre zarlarinda agiga c¢ikan
gozenek olusumu, hiicre zarmin gecirgenligini ve metabolitlerin hiicresel taginmasini
arttirmas1 nedeniyle siitiin pihtilasma siiresinin ultrases tarafindan kisaltilabileceginin
acikca ortaya koydugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte, bakteriyel hiicre zar ile iliskili
degisiklikler artan uygulama genlikleri ve siireleri ile daha belirgin bir hal almaktadir (Ewe
ve digerleri, 2012). Bu nedenle, bu tip ultrases islem parametreleri i¢in optimum kosullar,
fermente siit liriinlerine ultrases uygulanmadan once dikkatlice belirlenmesi gerekmektedir.
Bu bilgiler dogrultusunda su unutulmamalidir ki; diisiik frekanslh ultrases uygulamasi ile
hiicre zarinda elde edilen gézenekler ve bunun sonucunda agiga ¢ikan hiicre atiklarinin
diger hiicrelerin yiizeyinde birikmesiyle hiicre zarinin deformasyonu, hiicre i¢i igeriginin
sizmasina neden olarak sitoplazmik membrana zarar verebilir. Bu nedenle yasayabilir
hiicre sayimi, raf dmriiniin belirlenmesinde kritik bir parametre oldugu i¢in ultrases islem
yogunlugu ve siiresi Ozellikle “probiyotikli iiriinlerde” dikkatli bir sekilde belirlenmesi

gerektigini 6n plana ¢ikardigini bildirmisleridir.
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Literatiirde diisiik frekansli ultrases uygulamasinin, siit lipid oksidasyonunu tesvik
etmesindeki etkisinin ele alindig1 ¢alismalar yer almaktadir (Reiner ve digerleri, 2009;
Chouliara ve digerleri, 2010). Bunlardan bazilar1 su sekildedir; Chouliara ve arkadaslari,
calismalarinda ultrases uygulanmis (US kosullari: 24 kHz frekans ve 15-25 °C sicaklik,
187 kJ/kg civarindaki spesifik enerji) ¢ig ve pastorize siitte agiga ¢ikan ucucu birlesiklerin
oksidatif reaksiyonlardan kaynaklandigini tespit etmiglerdir. Bununla birlikte Reiner ve
arkadaslari, 24 kHz ve 45 °C'de ticari olarak islenen pastorize edilmis homojenize siitte
ucucu maddelerin varligini, 240 kJ/kg gibi daha biiyiik spesifik enerjilerde (ya da 400 W
Olctilen giigte 0,2 L siitiin 2,5 dakikalik islenmesi) elde ettiklerini bildirmislerdir. Ultrases
uygulamasi sirasinda sicaklik 60 °C'nin iizerine ¢ikabileceginden dolay1 bu yiiksek enerji
girig seviyeleri, herhangi bir endiistriyel alanda kullanim agisindan ¢ok yiiksek seviyeler
olarak kabul edilmektedir. Ultrases islemi sirasinda bir dizi sikistirma ve ses dongiistindeki
basing azalmasinin neden oldugu lokalize basing gradyanlarindan kaynaklanan kavitasyon
kabarciklarinin ¢ékmesi, sivida sicaklik artisina neden olmaktadir (Moholkar ve digerleri,
2000; Ashokkumar ve digerleri, 2007). Kavitasyonun yarattig1 asir1 sicaklik ve kayma
kosullart ise lipit oksidasyonunu artirabilen hidroksil ve hidrojen radikallerinin agiga
ctkmasina neden olur (Mason ve digerleri, 2011). 20 kHz ve 400 W nominal giicte ultrases
islemi uygulanan ¢ig siitte, benzer sonuglar Marchesini ve arkadaslar1 tarafindan da
bildirilmistir. Ayrica bu ¢alismada yanma lezzetinin tespit edilmesinin yani sira ultrases
uygulamasindan o6nce CO, ilavesi yapildiginda, oksidasyon firiinlerinin olusumunun
azaldig1 sonucuna varilmistir. Siitten gaz arindirma islemi ic¢in ihtiya¢ duyulan diisiik
enerji gereksinimleri, ¢Ozeltide mevcut olan oksijen miktarin1 da azaltabilmektedir.
Boylelikle diisiik spesifik enerjilerde hidroksil radikal konsantrasyonu belirli diizeylerde
elde edilebilmektedir. Ugucu birlesiklerin olusumunu tetikleyen mekanizma, elde edilen
sistem icerisinde diislik miktarlardaki serbest radikallerin varligi ile oksidasyon
reaksiyonlarinin baglatilmasini tesvik eden biiylik kavitasyon kabarciklarinin siddetli
cokmesi ile ilgili olabilme ihtimali ¢ok yiiksektir. Ayrica hazne igerisinde akan siit,
herhangi bir anda ultrases islemine maruz birakildiginda prob ucuna yakin olan bolgelerde
oksidasyon reaksiyonu artis gdstermektedir. Bu durum, prob ucunun yakininda ¢ok yiiksek
yogunluklu bolgelerin olusmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir.

(Trujillo ve digerleri, 2011). Bunun yan1 sira artan akisla birlikte artan sistem basinci s6z

konusudur (Leong ve digerleri, 2009). Bu nedenle siit endiistrisinde ultrases uygulamasi
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devreye girecegi zaman kisa iglem siireleri ve diisiik spesifik enerjiler gibi uygulama

sartlarinin dikkate alinmasi gerekmektedir.

2.2.5. Ultrases Uygulamasi fle Enzim Aktivasyonunun Arttirllmasi

Enzimler, aktivasyon enerjisini diislirerek bir reaksiyonun hizim1 arttiran biyolojik
katalizorlerdir. Sadece gida endiistrisinde degil, ¢ok cesitli biyokimyasal reaksiyonlari
katalize ederler ve diger prosediirlere (asit-baz, yiliksek sicaklik vb.) kiyasla yiiksek
verimlilik ve spesifiklik sunarlar. Bu avantajlarinin yani sira enzimler yogun kosullar
altinda diisiik bir stabiliteye sahiptir ve ticari kullanimlar icin pahalidirlar (Bermejo ve
digerleri, 2004; McAuliffe ve digerleri, 2007). Bu olumsuzluklarin iistesinden gelmek
amaciyla 1sisal olmayan alternatif teknolojilere duyulan ilgi artmistir. Enzimatik
reaksiyonlarin maliyetlerinin azalmasi i¢in ihtiya¢ duyulan islemlerden biri kullanilan
enerjinin azalmasidir. Enerjinin azalmasi icin de gerekli kosullardan biri enzim
aktivasyonunun arttirilmasidir. Enzimatik reaksiyonlar boyunca ii¢ hedef vardir. Bunlar;
enzim, substrat ve kompleks nitelikte olan reaksiyon ortamidir. Dolayisiyla enzim
aktivasyonunun arttirilmasi, uygulama kosullarinin yani sira temel olarak bu {i¢ faktore
baglilik gosterir. Bu da enzim aktivasyonunu arttirmak i¢in temel olarak ii¢ konuya
odaklanilmasi gerekliligini ortaya koyar. Bunlar; enzim modifikasyonu, substrat 6n islemi
ve enzim-substrat kombinasyonunun gii¢clendirilmesidir (Feng ve digerleri, 2010), Wang
ve digerleri, 2018). Bu kapsamda kimyasal, fiziksel ve biyolojik yontemler ile bu tarz
iyilesmeler saglanabilir. Bu yontemler arasinda fiziksel bir uygulama olan ultrases
uygulamasi, gida endiistrisinde saglamis oldugu pek ¢ok avantajla dnemli bir yere sahiptir.
Bununla birlikte olusturmus oldugu kavitasyon ve serbest radikal etkileri nedeniyle iirlin
Ozelliklerinde degisikliklere yol agmasinin yani1 sira bazi reaksiyonlar1 hizlandirdiklari i¢in

endiistriyel islemleri de kolaylastirabilecegi diisiiniilmektedir.

Ultrases ile aktivasyon artis1 ya dogrudan ya da dolayli yolla saglanabilir. Dogrudan
aktivasyon artigi, enzim modifikasyonlariyla ve reaksiyon ortamina ultrases miidahalesi ile
gerceklesir. Dolayli yolla aktivasyon artigi ise, substratin ultrases ile on isleme tabi
tutulmasi, enzim-substrat kombinasyonun giiglendirilmesi ve hiicre zar1 gecirgenliginin
arttirilmasi ile aktivasyon enerjisinin diisiiriilmesi sonucu elde edilmektedir. Daha 6ncede
bahsedildigi gibi bu alanda yapilan caligmalar heniiz kisitli oldugu igin bunlar

derinlemesine incelenen literatiir taramalar1 sonucu bilinen mekanizmalardir.
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2.2.6. Enzim Aktivasyonunun Arttirillmasindaki Mekanizmalar

Ultrases islemi uygun frekanslarda ve enerji seviyelerinde kullanildiginda membran
gecirgenliginin arttirilmasi, substratlarin enzimatik reaksiyonlara olan direncinin azalmasi,
substratin temas yilizey alaninin arttirilmasi ve enzimlerin aktif bolgesindeki bir takim
degisimler nedeniyle enzim aktivitesinin arttirilabilecegi bildirilmistir (Huang ve digerleri,
2017). Enzim aktivasyonunun arttirilmasinda rol alan bu mekanizmalar kavitasyon ile

olusan fiziksel etkilerin sonucudur.

Substrat ve enzim konsantrasyonu enzimatik reaksiyonlarin hizin1 etkileyen faktorler
arasinda yer alir. Enzim konsantrasyonu ve diger faktorler sabit tutuldugu kosullarda artan
substrat miktarina bagl olarak enzimatik reaksiyon hizinda belli bir artig goriiliir. Ayni
sekilde substrat ve diger faktorler sabit tutuldugu kosullarda da artan enzim
konsantrasyonu ile enzimatik reaksiyon hizinda belli bir seviyeye kadar artig goriilmektedir
(Golge, 2007). Bu etki belirli kosullar ve siire icerisinde olusacak olan enzim-substrat
kompleksi miktarinin arttirtlmis olmasina dayanir. Bazi1 g¢alismalar ultrases uygulanan
ortamda olusan kabarciklarin salimm hareketleri, kabarcik salinimlari sirasinda
mikroorganizma membraninin etrafindaki  sivinin  akisi  gibi  fiziksel etkilerin
mikroorganizma membraninda iyilesmeler saglayarak hiicre i¢i enzimlerin saliniminin
gerceklestigini bildirmislerdir (Abesing ve digerleri, 2018). Boylelikle ortamdaki enzim
sayist artarak enzim aktivitesinin arttirilabildigi goriilmiistiir. Bu kapsamda Wang ve
arkadaglar1 (1997) tarafindan yapilan ¢alismada dort farkli lactobacillus suslarinin inokiile
edildigi siite, 20 kHz’lik frekansta ve 135 W’lik giicte farkli siirelerde (2,4,6,8 ve 12 saat)
ultrases uygulanmis ve laktoz hidroliz dereceleri ile B-galaktosidaz enziminin aktivitesi
incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda ultrases uygulanmig orneklerde ki laktoz
hidroliz derecelerinin kontrol orneklere kiyasla daha yiliksek oldugu saptanmistir. Ayni
zamanda uygulanan siire arttik¢a salinan B-galaktosidaz miktarinin arttigi tespit edilmistir.
Bununla birlikte laktoz hidroliz derecelerindeki artisin, artan siire dogrultusunda salinan -
galaktosidaz miktarlarina karsilik geldigi bulunmustur. Yani kiiltiir ortamina salinan (-
galaktosidaz miktar1 arttik¢a, daha yliksek derecede laktoz hidrolizi ger¢eklesmistir (Wang
ve digerleri, 1997). Wang ve arkadaslar1 (1997) tarafindan yapilan bu calisma, aslinda
Wang ve Sakakibara’nin 1994 yilinda yaptiklari ¢alismanin devami niteliginde sayilir. Bu
calisma kapsaminda ultrases islemi altinda L. delbrueckii ile siit fermantasyonu siireci

incelenmis ve fermantasyon siiresinin sonunda anlamli derecede glikoz igeriginin arttig1
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bildirilmistir. Siitte bulunan laktoz, ilk oOnce hiicre igindeki [-galaktoridaz enzimi
tarafindan glikoz ve galaktoza hidrolize edilir, daha sonra glikoz siirekli metabolize
edilirken, galaktoz hiicreden atilir. Dolayisiyla kiiltiir ortamindaki galaktoz igerigi
fermantasyon sirasinda kademeli olarak artarken glikoz igerigi ¢cok azdir. Buradan yola
cikarak laktozun bir kisminin hiicre yerine Kkiiltiir ortaminda hidrolize oldugunu
disiinmiisler ve bunun da [-galaktoridazin hiicre disina salinmis olabileceginden
kaynaklandigini bildirmislerdir (Wang ve digerleri, 1994). Dolayisiyla yaptiklar1 bu
calismada da (1997), bu teorilerini kanitlamiglar ve ultrases isleminin lactobacillus
suslarinin membraninda iyilesmeler saglayarak endoenzim olan B-galaktoridazin salinmasi
sonucu enzimatik reaksiyon hizinda artis oldugunu bildirmislerdir. Ayrica geleneksel
fermantasyonda, siitte bulunan laktoz ilk Once hiicre igindeki [-galaktoridaz enzimi
tarafindan glikoz ve galaktoza hidrolize edilir, daha sonra glikoz siirekli metobolize
edilirken, galaktoz hiicreden atilir. Yani endoenzim olan B-galaktosidaz ortama salinmaz
(Wang ve digerleri, 1994; Wang ve digerleri, 1997). Dolayisiyla bu da uygulanan ultrases
isleminin, lactobacillus suslarinin membraninda iyilesmeler sagladigini desteklemektedir.
Sonug olarak endoenzim olan B-galaktosidazin hiicre digina salinmasi sonucu enzimatik
reaksiyon hizinda artig oldugu bildirilmistir. Kimi substratlar yapisal 6zellikleri nedeniyle
enzimatik reaksiyonlara karsi direng gosterirler. Ornegin; globiiler yapidaki proteinler
enzimatik reaksiyonlara kars1 gorece daha direnclidir. Yani etki edecegi aktif bolge ( -SH
veya tiyol grubu) globiiler yapinin i¢ kisminda oldugundan kolaylikla enzim tarafindan
katalize edilemeyebilirler. Ultrases islemi, proteinlerin (substrat) ii¢ boyutlu ag yapisinin
olugsmasinda gorev alan baglara etki ederek aktif bolgelerin agiga cikmasini saglar.
Boylelikle substrati, enzimatik reaksiyonlara karsi acik hale getirir. Yu ve arkadaslari
(2016), kolajenaz tarafindan katalize edilen jelatine, enzimatik reaksiyon oncesi 15 dk
sireyle 40 kHz’lik frekansta ve 300 W’lik giicte ultrases islemi uygulamislar ve
kolajenazin aktivitesinde artis oldugunu saptamiglardir. Aktivitedeki artisa neden olan olasi
mekanizmay1 arastirmak i¢in bir dizi analiz yapmislar ve bu kapsamda atomik kuvvet
mikroskopisi, parcacik boyutu analizorii, floresan spektroskopisi, protein ¢ozlintirliigii testi
ve Fourier dontigiimii kizilotesi spektroskopisi kullanarak ultrasesin, jelatinin yapisal
Ozellikleri {izerindeki etkisini arastirmiglardir. Yapilan arastirmalar sonucunda jelatinin (-
katlanmis ve a-helix yapilarinda degismeler oldugunu saptamislar ve ultrases islemi
sonucu jelatinin yapisal Ozelliklerindeki degisiklikler nedeniyle enzimatik hidrolizin

hizlandigin1 bildirmislerdir. Bununla birlikte kolajenaz ile jelatin hidrolizinin kinetik
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parametrelerini ve aktivasyon enerjisini hesaplamislar ve reaksiyon hiz sabitinin % 27,5
oraninda arttigini, aktivasyon enerjisinin de % 36,3 oraninda azaldigini bulmuslardir (Yu
ve digerleri, 2016). Sonug olarak elde edilen bulgular ve veriler, ultrasesin enzimatik
hidrolizi hizlandirdigin1 agik¢a gostermektedir. Dalagnol ve arkadaslart (2017) ise
caligmalarinda ultrases islemini (40 kHz, 220 W) hem substrata hem de enzime ayr1 ayri
uygulayarak, enzim aktivitesini degerlendirmislerdir. Yaptiklar1 degerlendirmeler
sonucunda, ksilana uygulanan ultrases on isleminin, ksilinaz aktivitesinde kontrole kiyasla
%25 oraninda artis oldugunu saptamislardir. Bununla birlikte ksilanazin maksimum
reaksiyon hizi (Vmax) degerinde %17.7 oraninda, katalitik verimliliginde (Vmax/Km
(Michaelis sabit)) ise %16,8 oraninda artis oldugunu da saptamislardir. Vmax degeri
ksilan-ksilanaz kompleksinin baglanma hizin1 gosterir. Km degeri, maximum hizin
yarisina erigilmesini saglayan substrat konsantrasyonudur ve substratin enzime baglanma
affinitesinin bir Ol¢iisiidiir. Vmax/Km degeri de reaksiyonun verimliligini ifade eder
(Wang ve digerleri, 1994; Dalagnol ve digerleri, 2017). FElde edilen kinetik
parametrelerdeki bu degerler, ultrasesin enzim aktivitesinin arttiritlmasinda etkili oldugunu
gostermektedir. Kinetik parametre degerlerindeki bu artisin, kavitasyon sonucu olusan
fiziksel etkiler nedeniyle ksilan yapisinda degisimlerin meydana gelmesi ile ksilanazin,
ksilana erisiminin kolaylagsmasinin bir sonucu oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte
reaksiyonun termodinamik parametrelerini de hesaplamislar ve degerlerde anlamh
derecede degisiklik oldugunu saptamislardir. Ozelliklede aktivasyon enerjisinde azalma
oldugunu bildirmislerdir (Dalagnol ve digerleri, 2017). Aktivasyon enerjisi, reaksiyonun
gerceklesebilmesi igin asilmasi gereken enerji degeridir. Enzimatik reaksiyonlar ig¢in
aktivite sicaklikla birlikte artar. Sicakliktaki artis, reaksiyonda gereken minimum
aktivasyon enerjisinin iistesinden gelmek icin daha fazla enerji eldesi saglar (Dalagnol ve
digerleri, 2017). Boylelikle enzim ve substratin karsilasmasini hizlandirir. Bu da baglangic
reaksiyon hizimi arttirir. Dolayisiyla aktivasyon enerjisi degerinin diisiik olmasi, reaksiyon
hizinin sicaklikla daha hizli degismis olabilecegini diisiindiirmiis ve boylelikle ksilanazin
(reaksiyonun), kavitasyon sonucu olusan sicakliktan etkilenerek aktivasyon enerjisinin
diistiigiinii  bildirmislerdir (Dalagnol ve digerleri, 2017). Dalagnol ve arkadaslar
tarafindan yapilan bu ¢alismada dikkat ¢eken bir nokta da enzime ultrases on isleminin
uygulanmasi1 ve aktivitede artisin elde edilmesidir. Elde edilen bu sonucu, substratin
ultrases On islemi sonucu elde edilen bulgulardan yola ¢ikarak benzer sekilde ultrasesin,

enzimin aktif bolgesinde de bir takim degismeler olusturmus olabilecegi diislincesine
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dayandirmiglardir. Dalagnol ve arkadaslarinin bu diisiincesi, Yu ve arkadaslar1 (2012)
tarafindan tirozinaz enzimi iizerinde, Wang ve arkadaslar1 (2012) tarafindan ise seliilaz
enzimi tizerinde kanitlanmistir. Sonuglar, calisilan kosullar ve enzimin o&zellikleri
nedeniyle farklilik gostermekle birlikte, her iki ¢alismada da enzimlerin aktif bolgelerinde
degismeler oldugu saptanarak ultrasesin enzim aktivitesini arttirdigi bildirilmistir. Wang ve
arkadaslar1 (2012), seliilaz enzimine 10 dk siireyle 24 kHz’lik frekansta, 15 W giicte
ultrases uygulamiglar ve daha sonra seliillazin aktivitesini, substrat olarak %0,51 (w/v)
CMC-Na’y1 kullanarak 6l¢miisler ve enzim aktivitesinin kontrole kiyasla %18,17 oraninda
arttigini1 saptamiglardir. Aktivitedeki bu artisin olasi mekanizmasin1 anlamak igin, floresan
ve CD spektrumlarini kullanarak ultrasesin, seliilaz enzimi iizerine olan etkisini
incelemisler ve seliilaz yiizeyinde triptofan sayisinin ¢ok az bir sekilde arttigini, belirli
sayida a- sarmal yapisinin deformasyona ugradigini ve rastgele sarmal igeriginin arttigini
tespit etmislerdir. Boylelikle substratin, seliilazin aktif bolgesine daha erisilebilir durumda
oldugunu bildirmislerdir (Wang ve digerleri, 2012). Yu ve arkadaslar1 (2012) ise tirozinaz
cozeltisi lizerinde 40 kHz’lik frekansta, 100 W’lik giicte 2,5 saat ¢alismislar ve tirozinaz
aktivitesinde %17,3 oraninda artis oldugunu saptamiglardir. Benzer sekilde yapilan
analizler dogrultusunda tirosinazda a-sarmal yapiin olmadigin1 gézlemleyerek ultrasesin
sekonder yapiy1 degistirdigini bildirmislerdir (Yu ve digerleri, 2012). Enzimler etkilerini
substratin dis yiizeyinden baslayarak gerceklestirdikleri i¢in substrat temas yiizeyi arttikca
reaksiyon hizi da artar. Dolayisiyla ultrases igleminin siit tirtinlerindeki uygulama alanlari
boliimiinde bahsedilen emiilsifikasyon etkisinin enzim aktivasyonunun arttirilmasinda rol
alan olas1 bir mekanizma olarak diisiinebiliriz. Ciinkii yag damlacik boyutunun olusan
kavitasyon etkisiyle kiigiilmesi sonucu yag damlacik yiizey alan1 artmakta ve boylelikle
lipolitik enzimlerin yag (substrati) ile karsilasma olasiligi arttirllmis olmaktadir. Bu
kapsamda Huang ve arkadaglari tarafindan yapilan c¢alismada soya yaginin ¢oziici
icermeyen sistemde lipaz katalizli hidrolizi, karsilastirmali olarak ¢alkalama banyosunda
ve ultrases banyosunda gergeklestirilmistir. Ultrases banyosunda daha fazla arayiizey alam

ve daha kii¢iik damlacik boyutu elde edildigi bildirilmistir.

Ultrases banyosunda 28 kHz frekansta, 1,20 W/em? ile 1,64 W/cm® gii¢ yogunlugunda ve
0,1-1 arasinda degisen cesitli yag hacmi fraksiyonlarinda calismislardir. Calismalarinin
sonucunda 1,20 W/ecm?® gii¢ yogunlugunda 0,1 ile 0,5 yag hacmi fraksiyonu degerleri

arasinda, yag-su karigtminin birim hacmi bagina arayiizey alaninin kademeli olarak arttig
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saptanmustir. 1,64 W/cm® gii¢ yogunlugunda ise yag-su karisimmin birim hacmi basina
araylizey alani, 0,1’den 0,3’e kadar olan yag hacmi fraksiyonu degerlerinde kademeli
olarak artarken yag hacmi fraksiyonu degerinin 0,3’den 0,7’ye kadar hizli bir sekilde arttig
daha sonra azaldig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte en yiiksek iiriin konsantrasyonu 1,20
W/em?® yogunlugunda calisirken 0,5/0,6 yag hacmi fraksiyonunda, 1,64 W/cm®
yogunlugunda ise 0,7 yag hacmi fraksiyonunda elde edildigi bildirilmistir (Huang ve
digerleri, 2010). Ayrica yayinladiklar1 veriler iirlin miktarinin azaldigi goriilmektedir.
Sonu¢ olarak yag-su arayiizey alaninin arttirmasi ile artan iiriin konsantrasyonu
degerlendirildiginde c¢alkalama banyosunda (200 rpm) artan yag hacmi franksiyonu ile
olusan, ultrases isleminin lipaz katalizli soya yagi hidrolizini hizlandirdigini

gostermektedir.

2.2.7. Enzim Modifiye Peyniri (EMP)

Olgunlagma siiresinin kisaltilmas1 amaciyla cesitli enzimler ile peynirin muamele edilmesi
sonucu elde edilen {iiriine enzim modifiye peyniri (EMP) denir. Kisaca EMP bir lezzet
katkisidir. EMP {iretimi olgun ya da taze peynirlerin belirli eksojen enzimler veya
mikroorganizmalarla inkiibe edilmesi ve inkiibasyonun pastdrizasyonla sonlandirilmasi ile
standardizasyon islemlerinden olusmaktadir. Oncelikle hammadde olarak kullanilan
peynir, 1sitma ve eritme tuzlarindan yararlanarak homojen yapida goriinen eritme peynirine
dontstiiriiliir. Sonrasinda elde edilen eritme peynirine proteolitik ve/veya lipolitik enzim
ilavesi yapilir ve inkiibasyona birakilarak yukarida bahsedilen basamaklar dogrultusunda
stireg, ilerlenerek tamamlanir. EMP {iretimi proteoliz ve lipoliz olmak {izere iki enzimatik
stireci icermektedir. Bu siire¢ler ya es zamanl olarak gergeklestirilebilirler ya da kontrollii
kosullarda sirasiyla uygulanarak elde edilebilir. EMP iiretiminde kritik nokta enzim ve
enzimatik siirectir. Cilinkii son {riiniin lezzeti {izerinde dogrudan etkisi s6z konusudur.
Proteoliz ve lipoliz, peynir olgunlagsmasi sirasinda rol alan biyokimyasal reaksiyonlardir.
Olgunlagma stireci sirasinda gerceklesen primer reaksiyonlari sonucunda olusan serbest
yag asitleri, aminoasitler, olgunlagsma silirecinin devaminda meydana gelen katabolik
reaksiyonlar ile daha kiigiik yapidaki ugucu ve ugucu olmayan lezzet bilesenlerine
doniisiirler. Bahsedilen katabolik reaksiyonlardan biri proteolizdir. Proteoliz, proteinlerin
aminoasit ve peptitlere hidrolize olmasidir ve peynirin olgunlasmasinda kompleks bir
doniisiim stirecini tarif eder. Aromanin, lezzetin ve peynir tekstriinlin gelisiminde 6nemli

bir rol almaktadir. Proteinlerin pargalanmasinda rol alan enzimler, ¢esitli kaynaklardan
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elde edilen proteolitik ve peptiolatik enzimlerdir. Peynirin pihtilasmasini saglamak icin
kullanilan bu enzimler, rennet, plazmin, asit proteinazlari, starter ve starter olmayan laktik
asit bakterileri ve sekonder floradan kaynakli enzimlerdir. Bununla birlikte olgunlagtirma
stirecini hizlandirmak amaciyla cesitli kaynaklardan saglanan proteolitik ve peptiolitik
enzimlerde kullanilmaktadir. Bu proteolitik ajanlarin aktiviteleri peynir bilesimine, pH
degerine, tuz igerigine ve olgunlagsma ortami sicakligina vb. faktorlere baglidir. Dolayisiyla
olgunlasma derecesinin tespiti olarak degerlendirilebilmektedir. Bir diger katabolik
reaksiyon olan lipoliz ise trigiliseritlerin gliserol ile yag asitleri arasindaki baglarinin
lipolitik enzimler tarafindan hidrolize olmasidir. Burada gorev alan baglica enzimler lipaz
ve esterazlardir. Lipoliz par¢alanmasi sonucunda serbest yag asitleri, mono, di-gliseritler
ve gliserol agiga ¢ikmaktadir. Ozellikle ag13a ¢ikan orta ve kisa zincirli serbest yag asitleri
lezzet olusumunda dogrudan rol alirlar. Ozetle; EMP iiretiminde hayvansal ya da
mikrobiyal kokenli enzimler kullanilmaktadir (proteaz, peptidaz, lipaz ve esteraz
enzimleri). Serbest yag asitlerini ve trigliseritleri parcalamakta lipazlar ve esterazlar rol
alirken peptit baglarinin parcalanmasinda peptidaz ve proteazlar rol almaktadir. Peynir
lezzeti lizerinde hammaddenin birlesimi, ¢esidi etkili olmakla birlikte enzimin tipi, etki
pozisyonu ve konsantrasyonu da etkili faktorler arasindadir. Ornegin; hayvansal kaynakli
enzimler trigliseritlerin sn-1 ve sn-3 bdlgelerine etki ederek biitirik asit diizeyinin artisini
saglarlar (Erbay ve digerleri, 2016). Proteoliz ve lipoliz reaksiyonlar1 peynir lezzetinin
olusumunda dogrudan rol almakla birlikte burada enzimatik pargalanmanin iirlinlerinin
miktarlari, zincir uzunlugu ve dengeli diizeyde bulunma durumu 6nem tasimaktadir (Erbay
ve digerleri, 2016). Ornegin lipolitik par¢alanma sonucu olusan serbest yag asitlerinin kisa
ve uzun zincirli olanlarinin arasindaki oran peynir lezzetini etkiler. EMP’lerde peptit ve
serbest aminoasit miktar1 olgun peynirlerdekine kiyasla 4 kat daha fazladir (Erbay ve
digerleri, 2016). Ancak bilindigi iizere peynir olgunlagmasi sirasinda asir1 proteoliz sonucu
olusan 3-15 aminoasit iceren kisa peptitler aciliga sebep olmaktadir. Kisa peptitlerin
hidrolizinin devam etmesi sonucu ag¢iga daha kiiciik peptitler ve serbest aminoasitler
olusarak acilik azalir (Erbay ve digerleri, 2016). EMP iiretimi sirasinda olusan su-yag
emiilsyonunun niteligi lipoliz reaksiyonun etkinliginde etkin bir rol almaktadir. Emiilsiyon
olusumunda yag yiizey alaninin artmasi arayiizeyde bulunan trigiliseritlerin fazlaca mevcut
olacagr anlamina gelir ve bdylelikle reaksiyon hizinda artis meydana gelecektir.
Dolayisiyla EMP peynirinin olgunlagmasi sirasinda gerceklesen bu olaylar1 ve ultrasesin

daha once bahsetmis oldugumuz enzim aktivasyonu iizerindeki etki mekanizmalarinm
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dikkate aldigimizda ultrases islemini eritme peynirine enzim ilavesi yapilmadan Once

uygulandiginda islevli olabilecegi anlagilmaktadir.

2.2.8. EMP lle Ilgili Literatiirdeki Calismalar

Kilcawley ve arkadaglari, ticari enzim modifiye peynirinin bilesimi ve temel proteolitik
parametrelerini arastirmislardir. Bu kapsamda 8 ayr1 tedarik¢iden ikisi toz formda olmakla
birlikte toplamda 15 c¢esit cheddar lezzetli EMP iizerinde calismiglardir. EMP’lerin
degerlendirilen dogal cheddar peynirlerinden 6nemli 6lgiide daha yiiksek ¢oziinilir azot
seviyelerine sahip olduklarini saptamislardir (Kilcawley ve digerleri, 2000). Ayn1 zamanda
Kilcawley ve arkadaslarinin bir baska c¢alismasinda EMP’lerin duyusal ozellikleri
incelenmistir. Bu kapsamda bir Onceki c¢aligmalarinda kullandiklart cheddar lezzetli
EMP’ler ile olgunlasma siiresi 7 giin olan cheddar peyniri kullanilarak eritme peynirleri
hazirlamiglardir.  Urettikleri  eritme  cheddar peynirleri  panalistler tarafindan
degerlendirilmistir. Degerlendirmeler sonucunda cheddar lezzetine yakin lezzette olduklari
saptanmistir (Kilcawley ve digerleri, 2000). Kilcawley ve arkadaslarinin EMP iiretimi i¢in
iki agamal1 yeni bir proses adli calismalar1 kapsaminda ise farkli enzimler kullanilarak 2
asamada cheddar lezzetli EMP iiretmislerdir. Bu kapsamda cesitli enzimlerle proteoliz
gerceklestirmislerdir. Proteolize olan peynirler degerlendirilerek kontrol drneklerine en
yakin olan enzim kombinasyonu ile elde edilen EMP, tespit edilerek c¢esitli enzimlerle
lipolize ugratilmigtir. Elde edilen son firiiniin lipoliz diizeyi, kontrol Ornek ile
karsilastirilmistir. Sonug olarak kontrol orneklere yakin EMP f{iretilebildigi goriilmiistiir
(Kilcawley ve digerleri, 2006). Hannon ve arkadaslari, olgun cheddar iiretiminde EMP
kullanarak olgunlasma siirecini degerlendirmislerdir. Bu kapsamda iirettikleri cheddar
peynirlerinin tuzlama asamasinda EMP ilavesini gergeklestirmisler ve 6 aylik bir
olgunlagma siirecine tabi tutmuslardir. Calismanin sonucunda 6 aylik olgunlagsma sonrasi
elde edilen olgun cheddar lezzetinin 4 aylik siireyle elde edilebildigi tespit edilmistir
(Hannon ve digerleri, 2006).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Malzemeler

EMP iiretimlerinde; inek siitii kullanilarak geleneksel yontemle, starter kiiltiir
kullanilmaksizin olgunlastirmak iizere iiretilen beyaz peynir kullanilmistir. EMP
tiretiminin ilk agamasinda hammadde olarak kullanilan beyaz peynirden belirlenen kosullar
altinda % 25 KM igerigine sahip eritme peyniri elde edilmistir. Bu iiretim sirasinda eritme
tuzu olarak trisodyum sitrat (%2), trisodyum fosfat (%1) ve koruyucu olarak ise potasyum
sorbat (% 0,2) kullanilmistir. EMP {iretiminde proteoliz ve lipoliz asamalar1 yer
almaktadir. Bu kapsamda proteolitik enzimlerden endopeptidaz olan Neutrase™ ve
ekzopeptidaz niteliginde olan Flavorpro™ 937MDP kullanilmistir. Lipoliz enzimlerinden
ise LipomodTM 801MDP kullanilmistir. Belirtilen bu enzimlerin 6zellikleri ve ¢alisma

kapsaminda kullanilmis olan oranlar Tablo 3.1°de belirtilmistir.

Tablo 3.1. Calisma kapsaminda kullanilan enzimlerin 6zellikleri ve oranlari

Opt. pH  Opt.sicaklik Kullanim
Enzim aralig aralig Enzim Aktivitesi Orani Kaynak
Neutrase™  pH 7.0 40-50 °C 0.8 AU % 0.01 v/w Bacillus

amyloliquefaciens

Flavorpro™ o Leunice aminopeptidaz .
937mpp  PH7  45-55°C 350 Ulg % 0.05 wiw Asfgfz“e”’s

Lipomod™ o Esterase 3900 Ug o Karisik
801MDP pH 5-7 40-50°C Protease 5.5 U/g 70010 w/w mikrobiyal

3.1.1 Ultrases Cihaza

Tez g¢aligmasinda, numuneye dogrudan ultrases uygulayan bir ultrases homojenizatorii
kullanilmigtir (UP200S-Hielscher, Almanya). Cihazin genel 6zellikleri su sekildedir; prob
capt 1-40 mm’dir. Hacim araligi 0.1-2000 mL’dir. Max gii¢ ise 200 W’dir. Calisma
kapsaminda 24 kHz frekans, UPS sonotrot S14 prob ve max 110 W kullanilmistir. Deneme
plani ise asagida verilen Tablo 3.2'de belirtilmistir.
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Tablo 3.2. Ultrases ile Proteoliz i¢in Merkezi Karma Dénel Tasarim (CCRD) Deneme

Deseni
Deneme No Proteoliz Siiresi (dk) US Giicii (W) US Siiresi (dk)
1 7 30 17,5
2 7 70 17,5
3 7 70 17,5
4 12 70 17,5
5 2 70 17,5
6 7 70 5
7 7 110 17,5
8 7 70 17,5
9 10 46 25
10 10 94 10
11 4 94 10
12 10 94 25
13 7 70 17,5
14 7 70 30
15 4 46 25
16 7 70 17,5
17 10 46 10
18 4 46 10
19 4 94 25
20 7 70 17,5
21 7 110 17,5
22 7 30 17,5
23 7 70 5
24 7 70 30
25 2 70 17,5
26 12 70 17,5
27 2 70 17,5
28 12 70 17,5
29 7 70 5
30 7 70 30
31 7 110 17,5
32 7 30 17,5

3.2. Yontem

3.2.1 EMP Uretimi

Calisma kapsaminda elde edilmis olan EMP, Sekil 3.1’de gosterilen akis semasi
dogrultusunda {iretilmistir. Uretim sonunda elde edilen EMP’ler sivi formdadir. Ultrases
islemi, substrati enzimatik reaksiyonlara agik hale getirmek ve enzim inaktivasyonunun

Oniine gegebilmek amaciyla pastdrizasyon isleminden dnce uygulanmistir.
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l

Sekil 3.1. Calismada kullanilan EMP Uretim tekniginin ve yapilmis olan analizlerin akis

diyagrami gdsterimi

Oncelikle peynir kuru maddesi dikkate almip karistirilmis peynir ve su miktar
belirlenerek, ¢calkalamali inkiibatérde 45 °C’de, 48 saat boyunca stabilitesini kaybetmeyen,
%25 KM igerigine sahip eritme peyniri elde edilmistir. Eritme islemi i¢in Thermomix
TM31 (Vorwerk, Wuppertal, Almanya) cihazi kullanilmigtir. Eritme islemi sirasinda
kullanilacak eritme tuzlari, peynir bazinda %2 trisodyum sitrat, %1 trisodyum fosfat ile
%0.2 potasyum sorbattir. Uretim asamasinda ise dnce belirlenmis miktardaki beyaz peynir
kiigiik pargalara ayrilarak Thermomix cihazina konulmustur. Daha sonra 4000 rpm’de 45
saniye ve ardindan 7000 rpm’de 105 saniye karistirilmistir. Buradan elde edilen homojen
yapinin iizerine, 80 °C’de saf suda ¢oziindiiriilmiis eritme tuzlari ilave edilerek Thermomix

cthazi 4000 rpm’de calistirilmis ve bulamacin sicakligi 80 °C’ye ulastiktan sonra
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kanistirma hizi 7000 rpm’e yiikseltilerek 10 dakika siireyle karistirma islemine devam
edilmistir. Elde edilen eriyik, akan su altinda hizli bir sekilde 45 °C’ye sogutularak
borosilikat siselere alinmig olup Tablo 3.2’de verilen deneme plan1 dogrultusunda US
islemi uygulanmistir. Daha sonrasinda US islemi uygulanmis 6rnekler igerisine belirlenmis
ticari proteolitik enzimler daha Oncesinde belirlenen miktarlarda ilave edilmistir
(Neutrase™ enzimi peynir bazinda %0,01 ile Flavorpro™ 937 MDP enzimi peynir bazinda
% 0,05 ilave edilecektir). Sonrasinda ¢alkalamali inkiibatorde 45 °C’de, 250 rpm’de 12
saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. 12 saatin sonunda 6rnekler otoklava alinarak ve 80
°C’de 15 dakika pastorize edilerek proteoliz amacl inkiibasyon islemi gergeklestirilmistir.
Daha sonrasinda ornekler akan su altinda hizli bir sekilde 45 °C’ye sogutularak igerisine
belirlenmis olan ticari lipolitik enzimden daha oncesinde belirlenen miktarda ilave
edilmistir. (Lipomod™ 801MDP enzimi peynir bazinda %0.1 oraninda ilave edilmistir).
Sonrasinda c¢alkalamali inkiibatérde 45 ©°C’de, 250 rpm’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. 48 saatin sonunda O6rnekler son kez otoklava alinarak 80 °C’de 15 dakikalik
bir 1s1l islemle pastorize edilmistir. Boylelikle enzim aktiviteleri durdurulmus olup sivi
EMP’ler elde edilmistir. Deneme planimiz dogrultusunda elde edilen orneklere
3.3.analizler bolimiinde belirtilen analizler yapilmis olup sonuglar degerlendirilmistir ve
optimizasyon noktasi belirlenmistir. Belirlenen optimum kosullar altinda (46 W, 9,30 dk,
10,30 saat proteoliz siiresi) liretim tekrarlanmis olup 2 ayr1 drnek olacak sekilde proteolitik
ve lipolitik enzim ilavesi yapilmistir. Proteolize olan 6rneklere titrasyon asitligi, azot tayini
ve ¢Oziiniir azot fraksiyonlar1 analizleri, lipolize orneklere ise bunlara ek olarak ugucu

bilesik analizi ve serbest yag asiti tayini uygulanmis olup sonuglar degerlendirilmistir.

3.3. Analizler

Calisma kapsaminda elde edilen tiim Orneklere bilesim analizleri, ugucu bilesik analizi
uygulanmustir. Proteoliz agamasi sonrasi elde edilen EMP’lerin ¢6ziiniir azot fraksiyonlari
hesaplanmistir. Bununla birlikte lipolize olan EMP o6rneklerinde serbest yag asitligi ve

ucucu birlesim analizi de yapilmigtir.

3.3.1. Bilesim Analizleri:

Bu kapsamda nem tayini, protein tayini, titrasyon asitligi ve pH analizleri yapilmstir.
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Nem_ Tayini: Hammadde olarak kullanilacak taze beyaz peynirde, iiretilecek olan ara
tiriinlerde ve sivi EMP’lerde nem orani gravimetrik yontem ile belirlenmistir (AOAC,

2012a).

Protein Tayini (Toplam Azot Tayini): Hammadde olarak kullanilacak beyaz peynirde,

tiretilecek olan ara iiriinlerde ve sivi EMP’lerde protein oraninin belirlenmesi i¢in toplam

azot (TA) miktarinin tayini Kjeldahl yontemi ile gerceklestirilmistir (AOAC, 2012c¢).

Titrasyon Asitligi: Hammadde olarak kullanilacak beyaz peynirde, iiretilecek olan ara

iriinlerde ve sivi EMP’lerde % laktik asit cinsinden saptanmistir (AOAC, 2012c¢).

pH Olciimii: Hammadde olarak kullanilacak beyaz peynirin, iiretilecek olan ara iiriinlerin
ve stvi EMP’lerin pH degerleri pH/lyon metre (Mettler Toledo Seven Compact) cihazi ile

belirlenmistir.

3.3.2. Coziiniir Azot Fraksiyonlarinin Belirlenmesi

Peynirde olgunlasma diizeyinin belirlenmesinde 6nemli bir 6l¢ii, proteinlerin hidroliz
oranidir. Hidroliz siirecinde proteinler peptitlere ve aminoasitlere parcalanirken,
pargalanmanin diizeyi 6rneklerdeki ¢oziiniir azot fraksiyonlarinin oranlarmin belirlenmesi
ile saptanabilir. Bu diizeyin belirlenmesi amaciyla peynir drneklerindeki toplam azot (TA)
miktarmin yan sira, suda ¢oziliniir azot (SCA), %12’lik trikloroasetik asitte (TCA) ¢oziiniir
azot (TCA-CA) ve %5’lik fosfotungustik asitte (PTA) ¢6ziiniir azot (PTA-CA) miktarlari
belirlenir. Kazein pek cok ¢dzgende c¢oziinmezken, kazeinin hidroliz {iriinleri molekiil
boyutuna bagli olarak cesitli ¢cozgenlerde ¢oziinmektedir (McSweeney ve digerleri, 1997).
SCA, TCA-CA ve PTA-CA miktarlarinin belirlenmesinde Biitikofer vd. (1993)’te

aciklanan yontemden yararlanilmistir ve kimi modifikasyonlar yapilmuistir.

SCA Tayini: 20 g 6rnek ile 40 °C’de 20 mL saf su bir behere alinip ve karigim 6nce Ultra-
Turrax ile 10000 rpm’de 1 dakika homojenize edilip, sonrasinda 1 dakika serbest halde
birakilip, ayn1 kosullarda 1 dakika daha Ultra-Turrax ile karistirilmistir. Homojenat 1 saat
boyunca 40 °C’de tutulup ve drnekler 4 °C’de, 3000 g’de, 30 dakika santrifiij edilecektir.

Santrifiij sonrasi istte biriken yag tabakasi bir spatiil ile alinarak, kalan sivi kisim cam
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ylniinden gecirilip, Whatman No.113 filtre kagidi ile filtre edilmistir. Filtre edilen kisimda
(SCA) Kjeldahl yontemi ile azot tayini yapilmustir.

TCA-CA Tayini: 5 mL SCA ekstrakti ile 5 mL % 24’liikk TCA karistirilimis ve bu sekilde

% 12’lik TCA hazirlanmigtir. Sonrasinda silispansiyon karistirilacak, oda sicakliginda 2
saat bekletilecek ve Whatman No.540 filtreden siiziilmiistiir. Siizlintiiniin icerigindeki

toplam azot miktar1 yine Kjeldahl yontemi ile belirlenmistir.

PTA-CA Tayini: 5 mL SCA ekstrakti, 3.5 mL 3.95 mol/L’lik H,SO4 ¢6zeltisi ile ve 1.5

mL 330 g/L’lik PTA ¢ozeltisi ile kanstirnlmistir. Karisim gece boyunca 4 °C’de
bekletilerek, sonrasinda Whatman No.542 filtreden siiziilmiistiir. Siizlintlinlin toplam azot
icerigi  Kjeldahl yontemi ile belirlenmistir. Proteolitik olgunlasma diizeylerinin
belirlenmesi i¢in OUI ( SCA/TA), OYI (TCA-CA/TA) ve SAI (PTA-CA/TA) orami

hesaplanmastir.

3.3.3. Serbest Yag Asidi Bilesiminin ve Miktarimmin Belirlenmesi

Sit yagindaki degisimlerin ile lezzet Ozelliklerinin belirlenmesinde, serbest yag asidi
(SYA) bilesimi onemlidir. Peynirlerin olgunlagmasinda da lipoliz 6nemli bir yer tutar ve
lipoliz tirlinlerinin basinda SYA’leri gelmektedir. Calisma kapsaminda hammadde olarak
kullanilacak taze beyaz peynirlerin, liretilecek ara iiriinlerin ve EMP’lerin SYA analizleri
gaz kromatografisi ile De Jong ve Badings (1990) ve Deeth vd. (1983) tarafindan
aciklanmis olan yontem esas alinarak belirlenmistir (Jong ve digerleri, 1990; Deeth ve
digerleri, 1983). Analizlerde alev iyonizasyon dedektorlii (FID) gaz kromatografi (GC-
FID) cihaz1 (7890A, Agilent Technologies, Santa Clara, ABD) kullanilmistir. Oncelikle
SYA’leri kat1 faz ekstraksiyonu yontemi kullanilarak ekstrakte edilerek ve daha sonra
ekstraktlar GC’ye enjekte edilerek analiz edilmistir. Analizlerde miktar hesaplamasinda ise

i¢ ve dis standart yontemleri birlikte kullanilmistir.

3.3.4. Ucucu Bilesiklerin Belirlenmesi

Ugucu bilesiklerin ekstraksiyon/izolasyonunda c¢esitli yontemler kullanilmaktadir ve bu
yontemlerin ¢esitli avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Bu yontemler igerisinde kati faz
mikroekstraksiyon (solid phase microextraction, SPME) teknigi, ¢c6zgen kullanilmaksizin,

ucucu bilesiklerin kaynasmis silika faz kaplamali fibere adsorpsiyonuna dayanmaktadir.
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SPME yontemi hizli, kolaylikla otomatiklestirilebilen, tekrarlanabilir sonuglar veren,
kullanim1 kolay ve kullanim masraflar1 diisiik bir yontem oldugundan peynirlerdeki
ucucularin saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Ancak SPME ydnteminin segiciligi,
hassasiyeti ve verimliligi ¢esitli parametrelere bagl olarak degismektedir (Nongonierma ve
digerleri, 2006). Ornek matriksinin ozellikleri, fiberin niteligi (fiber tipi, kaplama
materyalleri, film kalinlig1 vb) ile ekstraksiyon islem kosullar1 (karistirma hizi, karistirma
stiresi, ekstraksiyon/desorpsiyon siiresi ve sicakligl) SPME iglemi iizerinde ciddi etkilere
sahiptir. Tim bu parametreler birbirleri ile etkilesim halindedir ve genellikle aralarindaki
iliski lineer denklemlerle agiklanamamaktadir. Calisma kapsaminda, tim Orneklerdeki
ucucu bilesiklerin analizinde SPME teknigi kullanilmistir. Analiz yontemi olarak, daha
once olgun beyaz peynir Orneklerinin analizi i¢in yapilmis olan optimizasyondan
yararlanilmistir (Salum ve digerleri, 2017). Buna gore, SPME teknigi ile ugucu bilesiklerin
ekstraksiyonunda etkili olan islem degiskenlerinden ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyon
sicakligr ile karistirma hizinin secilerek optimizasyon gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmada
CAR/PDMS fiberi kullanilmigtir. Kullanilan fiberin se¢imi daha dnce olgun beyaz peynir
ile yapilan calisma dogrultusunda belirlenmistir. Ucucu bilesiklerin miktar1 ve
tanimlanmas1 GC-FID’de (7890B, Agilent Technologies, Santa Clara, ABD) ve buna baglh
kiitle spektrometresinde (MS) (5977A MSD, Agilent Technologies, Santa Clara, ABD)
gergeklestirilmistir.

3.3.5. Istatistiksel Analizler:

Uretim akis semasinda belirtilen noktalarda almacak Orneklere Tablo 3.2°de belirtilen
deneme plani dogrultusunda ultrases islemi uygulanmistir. Bu kapsamda ultrases siiresi,
giicli, proteoliz siiresi ve lipoliz siirelerinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu
faktorlerin etkileri gozlemlenmistir. Bununla birlikte olusturulan olan deneme plani
“Merkezi Karma Donel Tasarim” yontemiyle hazirlanmistir. Bu yontemle elde edilen
veriler ¢oklu regresyon analiziyle degerlendirilmis olup her bir yanit i¢in faktérlere bagl
ikinci dereceden polinomiyal denklemler olusturulmustur. Olusturulan modellerin deneysel
verilerle uyumu i¢in varyans analizi (ANOVA) yapilmistir. Bu analiz ile her bir faktoriin
yanitlar izerindeki dogrusal, ikinci dereceden ve interaksiyon etkilerinin 6nemi %95°lik F-
testi (Fischer testi) uygulanarak belirlenmistir ve istatiksel olarak énemli olmayan etkiler

modelin disinda birakilmistir.
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Elde edilen modelin deneysel verilerle uyumluluguna, “lack of fit”, model regrasyon
katsayist (R?), diizeltilmis regresyon katsayist (Adj- R?), tahminlenmis hata kareler toplami1
(PRESS), tahminlenmis c¢oklu regrasyon katsayisi (Pre-R?) ve yeterli kesinlik (
Adeq.Precision) degerlerine bakilarak karar verilmistir (lack of fit> 0.1; R=>0.9; | Adj- R*-
Pre- R? |<0.2; max.PRESS ; Pre-R*>(0.7; Adeq.Precision > 4). Bu testler sonucunda her bir
yanit i¢in belirlenen modeller “istenilirlik (desirability) fonksiyonu” metodu kullanilarak

yanitlar i¢in belirlenmis olan kriterleri saglayacak sekilde belirlenmistir.

Optimizasyonda izohips ve yanit yiizey egrileri ¢izilmistir. Optimizasyon ve bu amagla

yapilan istatiksel analizlerde Design Expert Ver. 7.0.0 (Stat-Ease, 2005) kullanilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Tez caligmasinda US 6n isleminin EMP {iretiminin proteoliz siirecindeki etkilerinin
belirlenmesi ve optimum islem kosullarinin ortaya konulmasi hedeflenmistir. Bu
dogrultuda yanit yiizey yontemi, merkezi karma donel tasarim ile hazirlanmis deneme
plani dogrultusunda optimizasyon lretimleri yapilmistir. 3 faktor ve 5 diizeyli hazirlanan
bu deneme planmna (ilk 20 iiretim) ek olarak yapilan 12 iiretimle beraber de islem

kosullariin etkileri ortaya konulmaya calisilmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen veriler 2 asamada degerlendirilmistir. Degerlendirmede
ilk olarak, belirlenen calisma kosullarma bagli olarak US isleminin EMP iiretiminde
proteoliz siireci ilizerine olan etkisini belirlemek amaciyla yapilmis analiz sonuglari
tartisilmigtir. Daha sonrasinda hazirlanmis olan deneme deseni dogrultusunda US islem
kosullariin optimizasyonu yapilmis ve saptanan optimum noktalar dogrultusunda
dogrulama amaciyla tekrardan iiretilen EMP’lerin analiz sonuglar1 degerlendirilmis, son

iriiniin karakterizasyonu yapilmstir.

4.1. Calisma Kosullarinin Etkisinin Saptanmasi

Ultrases isleminin EMP iiretimindeki proteoliz silireci iizerine olan etkilerinin
saptanabilmesi i¢in se¢ilmis olan 3 faktor ile 3 farkli diizeyde olmak iizere belirlenmis olan
7 farkli islem kosulunda iicer paralel (merkez noktada 6 paralel) iiretim ve analizler
gerceklestirilmistir. Uretimi yapilan US uygulanmis 24 EMP 6rneginin proteolitik siirecleri
analiz edilmis ve ¢alisma kosullarinin (US giicii (W), US siiresi (dk), Proteoliz siiresi

(saat)) etkileri tartisilmustir.

Bu asamada {iretilen proteolize peynirlerin kimyasal o6zellikleri ile azot fraksiyonlar
incelenmistir. US 6n islemi gormiis tiim proteolize peynir Orneklerinin tiim {iretim

kosullarindaki tiim kimyasal 6zellikleri Tablo Ek 1.'de toplu olarak verilmistir.

Farkli kosullarda US 6n islemi uygulanmis peynirlerin proteolizi ile elde edilen drneklerin
toplam azot, suda ¢oziiniir azot (SCA), trikloroasetik asitte (TCA-CA) ¢Oziiniir azot,

fosfotungustik asitte (PTA-CA) c¢oziinlir azot degerleri analiz edilmis ve proteolitik
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olgunlasma indeksleri (OUI, OYI ve SAI) hesaplanmistir. Bununla birlikte US’nin
etkisinin olup/olmadigini desteklemek adina pH, titrasyon asitligi ve kurumadde degerleri
belirlenmistir. Sonrasinda ¢alisma kosullarinin proteolize peynir 6rneklerinin 6zellikleri
lizerine etkileri istatistiksel olarak incelenmistir (Tablo 4.1). Calisilan islem kosullarina
bagl olarak Tablo 4.1°deki 6zellikler tek tek degerlendirildiginde US giicii ve siiresi ile
toplam azot degerlerinde degisim gozlenmez iken, proteoliz siiresindeki degisim ile toplam
azot degerlerinde bir dalgalanma saptanmistir. Ancak, bu degisim istatistiksel olarak
anlamli goriinse de ortalama degerler ve standart sapmalarina baktigimizda bu degisimin
pratikte 6nemli olmadig1 anlagilmaktadir. SCA degerleri, US giicii ile degismez iken, artan
US siiresi ve proteoliz siiresi ile anlamli bir sekilde arttigi goriilmiistiir. Bu degisimi su
bilgiler 15181nda agiklamak miimkiindiir. C6ziiniir azot fraksiyonlari, proteolizin temeli olan
kazein hidrolizi ile agiga ¢ikmaktadir. Burada hatirlanilmasi gereken onemli hususlardan
biri de proteinleri ve temel siit proteini olarak kazeinin pek c¢ok ¢ozgende iyi
coziinmemesidir. Fakat kazein hidroliz iirlinleri molekiil boyutlarina bagh olarak pek ¢ok
cozgende ¢oziiniir (McSweeney ve digerleri, 1997). Bu da bize peynirin olgunlasma diizeyi
hakkinda fikir veren 6nemli bir Olgiittiir. SCA fraksiyonlar1 ise diisiik molekil agirlikli
proteinler, aminoasitler ve peptitleri icermektedir. Ozetle, artan proteoliz siiresi ile suda

¢Oziiniir azot fraksiyonlarindaki anlamli artis kazein hidrolizi ile agiklanabilir.

pH ve titrasyon asitligi degerlerinde US giicli ve siirelerindeki artigla birlikte anlamli bir
degisim gozlemlenmez iken 2, 7 ve 12 saatlik proteoliz siiresi uygulamalarinda titrasyon
asitligi degerinde anlamli bir artig goriilmekle birlikte bunun dogrultusunda pH degerinde
de azalma saptanmistir. Bu durum proteinlerin hidrolizasyon ile agiga ¢ikan iyonik gruplar

nedeniyle pH’1n aci8a ¢ikmasi ile iliskilendirilmistir.
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Tablo 4.1. US uygulanmis EMP’lerin galigma kosullarinin etkisi (ortalama + standartma sapma).

* Ozellikler US Giicii (W) US Siiresi (dk) Proteoliz (saat)
30 70 110 5 17,5 30 2 7 12

TA 1,53+0,01° 1,58+0,04° 1,53+0,06" 1,58+0,01° 1,58+0,04% 1,52+0,07° 1,48+0,04° 1,58+0,04° 1,55+0,04°
SCA 0,75 +0,02* 0,78+0,02* 0,78+0,01* 0,75+0,01* 0,78+0,02% 0,79+0,04° 0,66+0,01* 0,78+0,02° 0,87+0,05°
TCA-CA 0,07+ 0,01° 0,72+0,03* 0,74+ 0,03" 0,70+0,02* 0,72+ 0,03" 0,72+0,01* 0,48+0,01* 0,72+0,03° 0,844+0,01°
PTA-CA 0,08+0,01* 0,09+0,01* 0,09+ 0,01° 0,08+0,01* 0,09+0,04* 0,09+0,05* 0,04+0,03* 0,09+0,04° 0,12+0,03°
oui 49,26+ 2,50° 49,29+1,70° 50,88+1,40" 47,61+0,50° 49,29+1,70° 51,96+ 1,90 44,47+1,10° 49,29+1,70° 56,53+4,10°
oYi 46,57+2,40° 45,4442 30° 48,17+1,90° 44,33+1,10° 45,4442 30° 47,56+2,20° 32,39+1,70° 45,44+2 30° 53,98+1,30°
SAIT 5,75+ 0,20° 5,67+0,30" 5,91 +0,20% 5,50+0,10" 5,67+ 0,30° 5,83+ 0,10° 2,54+0,20" 5,67+0,30° 7,83+0,30°
pH 6,10+ 0,01* 6,11+0,02% 6,09+0,01* 6,11+0,01* 6,11+ 0,02° 6,13+ 0,02% 6,04+0,03* 6,11:£0,02° 5,99+0,20°
Tit. Asitligi 0,78+ 0,02° 0,75+ 0,04* 0,78+0,03* 0,75+0,04" 0,75+0,04% 0,77+ 0,03* 0,63+0,01* 0,75+ 0,04° 0,88+0,01°
Kuru Madde  26,39+0,30° 26,80+0,20° 26,69+0,50° 26,20+0,40° 26,80+ 0,20 27,05+0,40° 26,60+0,40° 26,80+ 0,20° 26,43+0,30°

* Her bir siitundaki farkli iist indisler istatistiksel farklilig1 gostermektedir. *TA: Toplam Azot. *SCA: Suda Coziiniir Azot. *TCA-CA: Trikloroasetik Asitte Coziiniir
Azot. *PTA-CA: Fosfotungustik Asitte Coziiniir Azot. * OUI: Olgunlasma Uzama Indeksi. *OYI: Olgunlasma Yogunluk indeksi. *SAI: Serbest Aminoasit Indeksi. *
*Tit. Asitligi: (laktik asit cinsinden)
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Kuru madde miktarinda ise US giicii ve proteoliz siirelerindeki artiglarda bir degisim
gozlenmezken US siiresi 5 dk’dan 30 dk’ya arttirildiginda degerlerde sirasiyla 26,2’den
27,1 seklinde anlamli bir artig oldugu goriilmiistiir. Bu artis ¢alisma sicakligina (45°C) ve

kullanilan sistemin yapis1 geregi zamanla drnekten suyun ugmastyla iligkilendirilebilir.

OUI (SCA/TA) ve OYI (TCA-CA/TA) degerleri incelendiginde, US siiresinin
arttirilmasiyla OY1 degerinde anlamli bir degisim gozlenmez iken OUI degerinde ise 17,5
dk’dan 30 dk’ya US siiresi arttirildiginda degerlerde sirasiyla 49,29°dan 51,96’ya anlamli
bir artis saptanmistir. Bu durum kavitasyon ile proteinin konformasyonel yapisindaki
etkilesimlerin degisime ugramasindan kaynaklanabilir (Yu ve digerleri,2016). TCA-CA
miktar1 peynir lezzetinde acilik ile iligkilendirilmektedir. Bu acilik ise B-kazeinden
tiiretilen amino asit miktar1 3-15 arasi olan hidrofobik peptitlerden kaynaklanmaktadir (Bas
ve digerleri, 2019; Lemieux ve Simard, 1992). TCA-CA/TA ¢6ziiniir azot franksiyonlari
daha kisa peptitlerin agiga ¢iktigin1 gdstermesinden yola gikarak ve OUI ile OYT degerleri
incelendiginde de bu yapisal degisimlerin, proteinlerin {igiinciil ve dordiinciil yapilarinda

oldugu anlasiimaktadir ki OY1 (TCA-CA/TA) degerinde degisim olmadig1 goriilmektedir.

Artan proteoliz siiresi (2 saat, 7 saat ve 12 saat) ile OUI ve OYI degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artig saptanmustir. oui degerlerinin 44,47-56,53 arasinda, oui
degerlerinin ise 32,39-53,98 arasinda arttig1 hesaplanmistir. Bu artig da olgunlagmaya bagl
olarak proteinlerin parcalanmasi ile diisiik molekiil agirlikli peptitlerin ve serbest amino
asitlerin ag13a ¢ikmasr ile iliskilendirilebilmektedir. Bu durum SAI (PTA/TA) degerlerinde
de goriilmektedir. US giiciiniin ise OUI, OYI ve SAI degerlerinde bir etkisi olmadig

goriilmiistiir.

Ozetle; istatistiksel degerlerdeki degisimler ve bunlarin standart sapmalar1 incelendiginde
US 6n isleminin 6rneklerin 6zellikleri tizerinde US giicliniin etkili olmadig: goriiliirken US
islem stiresinin belirli bir etkisinin oldugu ancak proteoliz siiresinin degisimi domine ettigi
goriinmektedir. Buradaki etkinin kaynagini ise kazein hidrolizi ile aciklanabilmektedir.
Buradaki proteinlerin  bir baska ifadeyle enzimlerin baglanacagr substratlarin
konformasyonel degisimi tizerindeki etki ise US‘nin ana mekanizmasi olan kavitasyon ile

iliskilendirilmektedir. Bu iliski kavitasyonun proteindeki hidrofobik ve Van der Waals
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etkilesimleri basta olmak tizere iyonik baglar, tuz kdpriileri, hidrojen baglar1 ve disiilfit
baglar1 iizerinde etkili olmasindan kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla kavitasyon sonucu
aciga cikan fiziksel etkiler (tiirbiilans, kayma ve karistirma) ile enzimatik reaksiyonlara
direncli proteinlerdeki (6rn: globiiler protein) aktif bolgelerin (-SH ve tiyol gruplari) agiga
ctkmasmi saglamaktadir (Yu ve digerleri, 2016). Proteoliz siiresince meydana gelen
ozellikle de OUI, OYI, SAI, SCA ve titrasyon asitligindeki degisimler proteinin globiiler
yapisindaki etkilesimlerin bozulmasi ya da degismesiyle agiklanabilmektedir. Bu etkinin
Yu ve arkadaslar1 (2016) tarafindan yapilan ¢alismada da elde edildigi goriilmektedir.
Calismalar1 kapsaminda kolajenaz ile katalize edilen jelatine, enzimatik reaksiyon oncesi
15 dk siireyle 40 kHz’lik frekansta ve 300 W’lik giicte ultrases islemi uygulayarak
kolajenazin aktivitesinde artis oldugunu bildirmislerdir. Aktivitedeki artisa neden olan
olas1 mekanizmay1 arastirmak igin bir dizi analiz yapmislar ve bu kapsamda jelatinin 3 -
katlanmis ve a-helix yapilarinda degismeler oldugunu saptayarak ultrases islemi sonucu
jelatinin tlizerindeki yapisal degisiklikler nedeniyle enzimatik hidrolizin hizlandigim
saptamiglardir. Benzer bir ¢alisma ise Dalagnol ve arkadaglart (2017) tarafindan
yapilmistir. Calismalar1 kapsaminda ultrases islemini (40 kHz, 220 W) hem substratlara
hem de enzimlere ayr1 ayr1 uygulayarak, enzim aktivitesini degerlendirmislerdir. Yaptiklar
degerlendirmeler sonucunda, ksilana uygulanan ultrases 6n isleminin, ksilinaz aktivitesinde
kontrole kiyasla %25 oraninda artis oldugunu saptamislardir. Bununla birlikte kinetik
parametrelerinde inceleyerek anlamli artiglar saptamislar ve bu bulgunun kavitasyon
sonucu olusan fiziksel etkiler ile ksilan yapisinda degisimlerin meydana gelmesi ile
ksilanazin, ksilana erisiminin kolaylagsmasiyla agiklanabilecegini bildirmislerdir. Bu
calismadan da anlagilmaktadir ki sadece proteinlerde degil, farkli kaynakli substratlarda da
(ksilan =hemiseliiloz) yapidaki baglar1 etkileyerek US 6n igleminin enzim etkinligini

arttirabildigi goriilmektedir.

4.2. Optimizasyon ve Dogrulama

US wuygulanmigs ve proteoliz ile lipolize ugratilmis EMP'lerin analiz sonuglari
dogrultusunda, optimizasyon c¢alismasinda yamit olarak OUI (SCA/TA), OYI (TCA-
CA/TA), SAl (PTA-CA/TA) ve titrasyon asitligi degerleri segilmistir. Deneysel veriler
coklu regresyon analiziyle degerlendirilmis ve her bir yanit i¢in calisma kosularinin
degiskenlerine bagl ikinci dereceden denklemler olusturulmustur. Bu modellerin varyans

analizi sonuglar1 Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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Olusturulan bu modellerde 6nemli olmayan terimler model hiyerarsisini bozmayacak
sekilde modellerden c¢ikartilmis ve modellerin deneysel verilerle uyumu igin varyans
analizi yapilmistir (Tablo 4.3). Elde edilen modelin deneysel verilerle uyumluluguna, “lack
of fit”, model regresyon katsayist (R?), diizeltilmis regresyon katsayisi (Adj-R%),
tahminlenmis coklu regresyon katsayisi (Pre-R?) ve yeterli kesinlik (Adeq.Precision)
degerlerine bakilarak karar verilmistir (lack of fit> 0.1; R*>> 0.9; (Adj—R2 - Pre-R2 ) < 0.2;
Pre-R*>> 0.7; Adeq.Precision> 4). ANOVA analizi sonucu elde edilen modellerden
hareketle, secilen 4 yanit i¢in kontrol {iretimlere (US uygulanmamis proteolize peynir)
yakin degerlerin elde edilmesi hedeflenmistir. Belirlenen 4 yanit ise ¢alismamizin EMP
iiretim siliresinin kisaltilmasini amaglamasi dogrultusunda enzim-substrat iliskisinden
dogabilecek fraksiyonlar yani proteolizin yol gostermesi sebebiyle secilmistir. Bu
kapsamda hedeflenen degerlerimiz Erbay ve digerleri (2017) tarafindan yapilan
calismalarindan elde edilen kontrol drneklerinin optimizasyonu sonucu OUI igin 59,30,
OYI i¢in 50,31, SAI icin 7,81 ve titrasyon asitligi icin ise 0,860 olarak belirlenmistir. Bu
kriterleri saglayan modeller ve model katsayilari, her bir yanit i¢in belirlenen modellerin es
zamanli ¢Oziimiine dayanan, “istenilirlik (desirability) fonksiyonu” yontemi ile

olusturulmustur.

Tablo 4.2 ve 4.3 incelendiginde, US siiresi ve giicii artikga OUI degerlerinde artis
saptandig1 ve OYI degerlerindeki etkilerin ise lineer bir etki oldugu goriilmekle birlikte 3
calisma kosulunun da etkili oldugu saptanmistir. Calisma kosullar1 arasinda proteoliz
siiresinin daha etkili oldugu agik¢a goriilmektedir. SAI degerlerine baktigimizda, proteoliz
siiresinin anlaml etkisi oldugu gériilmektedir (<0,0001) ve SAl’deki tiim degisim sadece
proteoliz siiresinin dogrusal degisimi ile agiklanabilmektedir. Bu c¢alismamizda US
isleminin PTA’da ¢oziiniir azotun iizerinde bir etkisi olmadigin1 géstermektedir. Buradaki
etki ekzopeptidaz faaliyetten kaynaklanabilmektedir. Titrasyon asitliginde de SAI’ye
benzer sekilde proteoliz siiresinin istatiksel olarak etkili oldugu ve tek basina dogrusal

degisimi ile titrasyon asitligindeki degisimi agikladig1 goriilmektedir.
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Tablo 4.2. Enzim Modifiye Peynirlerin (EMP) proteolitik olgunlagsma degerleri

*DF oui oYl SAI Tit. Asitligi

Kareler p-degeri Kareler p-degeri Kareler p-degeri Kareler p-degeri

Toplami1 Toplami1 Toplami1 Toplami1
Model 9 482,84 <0,0001 607,97 <0,0001 37,28 <0,0001 0,110 0,0002
X 1 51,50 0,0032 40,64 0,0117 0,33 0,2483 0,418 0,5072
X3 1 46,05 0,0046 28,90 0,0267 0,13 0,4519 0,314 0,5643
X3 1 292,34 <0,0001 521,50 <0,0001 35,93 <0,0001 0,100 <0,0001
X1X2 1 27,69 0,0182 1,08 0,6261 0,012 0,8178 0,102 0,7412
X1X3 1 0,003 0,9773 0,021 0,9451 0,13 0,4516 0,034 0,8483
XoX3 1 0,61 0,6834 2,34 0,4769 0,052 0,6381 0,106 0,7368
X, 1 4,94 0,2610 9,19 0,1739 0,40 0,2050 0,546 0,4500
Xy 1 10,46 0,1138 4,82 0,3140 0,29 0,2772 0,179 0,6619
X3” 1 56,29 0,0024 0,0098 0,8829 0,11 0,5042 0,635 0,4163
Kalint1 10 34,83 42,88 2,19 0,009
Lack of fit 5 21,17 0,3210 15,44 0,7284 1,73 0,0855 0,002 0,8407
Saf Hata 5 13,66 27,44 0,46 0,006
Toplam 19 517,67 650,85 39,48 0,120
R’ 0,9327 0,9341 0,9444 0,9232
Adj-R* 0,8722 0,8748 0,8944 0,8541
Pre-R’ 0,6527 0,7297 0,6526 0,7464
Adeq.Precision 13,232 14,120 16,386 13,882
PRESS 179,81 175,92 13,71 0,029
CV 3,62 4,47 7,92 3,92

*QUI: olgunlasma uzama indeksi. *OY1: olgunlasma yogunluk indeksi. *SAl:serbest aminoasit indeksi *x,;: US giicii. *x,. US siiresi. *x3. Proteoliz siiresi. R” : model

regrasyon katsayisi
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Tablo 4.3. Enzim Modifiye Peynirlerin (EMP) proteolitik olgunlagsma degerleri (katsayilar kodlanmis degerler i¢in hesaplanmistir)

*Kaynak oui ovi SAI Tit. Asitligi

Katsayi p-degeri Katsayi p-degeri Katsayi p-degeri Katsayi p-degeri

Model 50,27 <0,0001 46,32 <0,0001 5,91 <0,0001 0,76 <0,0001

X1 1,93 0,0019 1,72 0,0045 - - - -

X2 1,83 0,0029 1,45 0,0134 - - - -

X3 4,60 <0,0001 6,15 <0,0001 1,61 <0,0001 0,087 <0,0001
X1X2 1,83 0,0144 - - - - - -
X1X3 - - - - - - - -
X2X3 - - - - - - - -

2
X1 - - - - - - - -

2
X2 - - - - - - - -

Xs® 1,85 0,0021 - . . i i i

Lack of fit 0,3518 0,8195 0,1510 0,9663
R? 0,9041 0,9081 0,9102 0,9027
Adj-R2 0,8698 0,8909 0,9052 0,8972
Pre-R’ 0,7593 0,8662 0,8837 0,8869
Adeq.Precision 17,154 23,913 38,672 36,988
PRESS 124,62 87,09 4,59 0,013

CcVv 3,65 4,17 7,51 3,29

*QUl:olgunlasma uzama indeksi. *OYI: olgunlasma yogunluk indeksi. *SAl:serbest aminoasit indeksi *x;: US giicii. *x,. US siiresi. *xs. Proteoliz siiresi. R? : model

regrasyon katsayis.
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US uygulanmis EMP’lerin optimizasyonu sonucu elde edilen modelde yanitlar {izerinde
interaksiyon etkisi istatiksel olarak US giicii ile US siiresinin OUI degerinde etkili oldugu
goriilmiistiir. Sekil 4.1.’de, US giicii ile US siiresinin interaksiyon etkisinin OUI (SCA/TA)
degeri tlizerindeki degisimini gosteren yanit ylizey grafigi verilmistir. Bu grafige gore, US
uygulanmis EMP iiretiminde US giicii arttikga OUI degerinin arttig1 goriiliirken US siiresi
arttik¢a da diiglik US giiciinde goriilmektedir. Orta diizey US gii¢lerinde ise US siiresinin

artistyla birlikte OUI dnce arttig1 daha sonralari ise azaldig1 goriilmektedir.

oui

X1: US Giicii L e~ -
e X2: US Siresi

Sekil 4.1. Ultrases giicii ile ultrases siiresinin OUI (SCA/TA) degeri iizerine etkisini
gosteren yanit yiizey grafigi

Sonu¢ olarak elde edilen optimum c¢alisma kosullar1 %91,50 istenilirlik oraninda
belirlenmistir. Optimizasyon sonucunda; optimum g¢aligma kosullar1 46,28 W US giicii, 9,8
dk US 06n islem siiresi, 10,49 saat proteoliz siiresi olarak hesaplanmistir. Belirlenen
optimum kosullarda ¢alisilmast durumunda segilen dort yanita dair tahmin edilmis olan

degerler Tablo 4.4.’de verilmistir.

Optimizasyon calismasinin sonunda, tahmini degerler ile elde edilen teorik sonucun
deneysel veriler ile dogrulamasi yapilmistir. Dogrulama amaciyla optimum c¢alisma
kosullarinda, US 6n islemi sonrasi proteolize edilmis peynir ve bunun kontrolii olarak US
uygulanmadan dogrudan proteolize edilmis peynir (kontrol), US 06n islemi sonrasi
gergeklestirilen proteoliz+lipoliz sonucu iiretilen EMP ve bunun kontrolii olarak herhangi

bir US 6n islemi uygulanmadan dogrudan proteoliz+lipoliz ile iiretilen EMP (kontrol)
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olmak tizere 4 adet Ornek (2 adet proteolize peynir ve 2 adet EMP) {iretimi
gerceklestirilmistir. Dogrulamada, optimizasyona dahil edilen 4 yanita dair deneysel
veriler incelenmistir. Elde edilen deneysel veriler ve bu sonuglarin istatistiksel analizi
Tablo 4.4’de verilmistir. Ayrica, dogrulama amaciyla iretilen 4 Ornegin proteolitik
olgunlasma diizeyi, lipolitik olgunlasma diizeyi ve ugucu bilesenleri analizlerinin

gerceklestirilmesi ile karakterizasyonlar1 da yapilmistir.

Tablo 4.4. Belirlenmis olan teorik optimum islem kosullarinin deneysel verilerlerle

dogrulamasi.

Yanit Deneysel Teorik SH Fark % Hata p-Degeri  Std.Sapma
oui 58,35 56,30 0,97 2,05 3,5 0,169 1,69

oYl 51,61 50,31 0,59 1,30 2,5 0,159 1,03

SAI 8,19 7,81 0,21 0,38 4,6 0,210 0,36
Tit.Asitligi 0,868 0,860 0,025 0,008 1,0 0,760 0,043

*
%Hata: | Ydeneysel- Ytahmin edilen I / Ydeneysel *100

Buna gore, dogrulama {iretimleri ile yapilan analizlerden elde edilen ortalama degerler
sirasiyla, OUI 58,35, OY1 51,61, SAI 8,19 ve Tit.Asitligi 0,868 olarak belirlenmistir. Bu
degerlerin, tahmin edilen degerlere yakin degerler oldugu goriilmiistiir. Tablo 4.4.'de
goriilecedi lizere, tiim yanitlar i¢in dogrulama analizlerinden elde edilen deneysel veriler
ile modelden tahmin edilen degerler arasinda, istatistiksel olarak dnemli bir farkin olmadig1
(P>0,05) saptanmistir. En diisiik p-degeri 0,159 ve en yiiksek % hata degeri ise %4,6

olarak hesaplanmistir.

Calismamizin 2. asamast olarak gerceklestirdigimiz belirlenen optimum c¢alisma
kosullarinda iiretilen US 6n islemi uygulanmis eritme peyniri proteolize ve lipolize
ugratilmistir. Elde edilen EMP’lerin serbest yag asidi analizinin istatiksel sonuglar1 Tablo
4.5’de verilmistir. Burada kisa zincirli, orta ve uzun zincirli yag asitleri degerleri mg/100g
siit yag1 olarak belirtilmistir. Ayn1 zamanda her biri i¢in toplam serbest yag asidindeki
ylizde oranlar1 da parantez igerisinde belirtilmistir. Sonug¢ olarak, US 6n islemi sonrast
proteoliz gerceklestirilerek elde edilen proteolize peynirlerde kontrol drneklerine kiyasla

anlamli bir degisim olmadig1 goriilmiistlir. Toplam serbest yag asidi miktarina gére her bir
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SYA miktarimin % oran degisimi degerlendirilmistir. Bununla birlikte kisa zincirli yag
asitleri miktarindaki degisim biitirik asit haricindeki diger kisa zincirli yag asitlerinde
(kaproik, kaprolik ve kaprik asitler) kontrol EMP 6rnegine kiyasla lipolize gruplar arasinda
strastyla %0,34, %0,28, %0,36 oraninda anlamli bir sekilde azaldig1 saptanmustir. Biitirik
asit miktarinda ise anlamli bir degisim olmadig1 goriilmiistiir. Orta ve uzun zincirli yag
asitleri kapsaminda ise elde edilen degisimler su sekildedir. Palmitik, oleik, linoleik ve
linolenik asitlerde kontrol EMP 6rnegine kiyasla lipolize gruplar arasinda sirasiyla %1,2,
%0,3, %0,17 ve %0,09 oraninda anlamli bir sekilde artig saptanirken laurik, miristik ve
stearik asitlerde ise sirasiyla %0,46, %1, %0,55 oraninda anlamli sekilde azalma oldugu
saptannugtir. Ozetle; TSYA kapsaminda kontrol EMP’lere kiyasla %0,3 oraninda
USYA’larinda anlaml artis oldugu %0,3 oraninda da OUZY A’larinda anlamli bir azalma

oldugu saptanmastir.

SYA’lan trigliseritlerden ¢esitli yollarla yagin hidrolize olmasi ile agiga ¢ikmaktadir.
SY A’lar1 aromay1 dogrudan etkilemeleriyle birlikte ester, metil keton, alkol ve laktonlarin
aciga cikmasinda da rol alan 6nemli bilesiklerdir. SYA’lar1 bir karboksil (-COOH) ve bir
de alkil (-R) grubundan meydana gelir. Karboksil haricindeki zincir iizerinde g¢esitli
reaksiyonlar olusabilmektedir. Ayrica yapilarinda cift bag varligina gore doymus ve
doymamus yag asitleri olarak iki grupta siniflandirilirlar. Doymus yag asitlerinin yapisinda
karboksil haricinde c¢ift bag ve hidrojen haricinde fonksiyonel grup bulunmamaktadir.
Bununla birlikte doymusluk ifadesi karboksil grubu haricindeki karbonlara olabildikge
hidrojen baglanmis anlamina gelmektedir (Milli egitim bakanligi, 2011). Doymamis yag
asitlerinin yapisinda ise alkil grubundaki C atomlar1 arasinda bir ya da daha fazla cift bag
(coklu doymamis yag asitleri) bulunmaktadir. Coklu doymamis yag asitlerinin diisiik
seviyesi siit yagini oksidatif ransidiyete karst oldukca direncli kilar (Akin, 2010). Bununla
birlikte yapilarindaki karbon sayisina bagli olarak kisa, orta ve uzun zincirli yag asitleri
olarak gruplandirilmaktadirlar. Kisa ve orta zincirli yag asitleri peynir lezzeti {izerinde
dogrudan etkilidirler. Ayrica SYA metil keton, lakton, ester, alkan ve sekonder alkol gibi
lezzet ve aroma bilesenlerinin {retiminde prekiirsor molekiil olarak rol almaktadir
(Erdogan ve digerleri, 2012). Kisa zincirli yag asitlerinin diisiik alg1 esik degerlerine sahip
olmasi sebebiyle peynir lezzetinde karakteristik olarak gorev alirlar. Fakat burada
bilinmesi gereken Onemli hususlardan biri lezzet bilesiklerinin belirli bir dengede
olmasidir. Uzun zincirli asitlerinin alg1 esik degerleri ¢ok yiliksek oldugundan peynir

lezzetinde ¢ok az rol almaktadirlar.
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Sonug olarak elde edilen SYA’larindaki azalma o6zellikle de lezzet {izerinde etkin rol alan
kisa zincirli yag asitlerindeki azalma dikkat ¢ekmektedir. Elde edilen bu bulgunun énemi
daha kisa siirede kontrol Ornege kiyasla aroma agisindan uygun bir {irlin elde

edebildigimizi gostermektedir.

Tablo 4.5. Optimum ultrases 6n islemi kosullarinda iiretilen EMP 6rnekleri ile kontrol
orneklerinin temel iiretim asamalar1 sonrasindaki (proteoliz ve lipoliz) serbest yag asidi

bilesim ve miktarlar1 (mg/100 g yag).

Ozellikler’ Kontrol Ultrases On Islemi
Proteolize Peynir EMP Proteolize Peynir EMP
Bitirik asit (Cy.) 31,9 +2,5° 4432 + 41,2° 30,3 +3,3° 369,9 = 90,9
(%2,57) (%2,98) (%2,82) (%3,28)
Kaproik asit (Cg.) 8,4+0,7° 369,0 +27,7° 5,6 +0,4° 259,0 + 8,5
(%0,68) (%2,48) (%0,53) (%2,14)
Kaprilik asit (Cg.) 8,0+1,0° 349,0 +4,3° 6,5+0,1° 250,7 + 12,8°
(%0,64) (%2,35) (%0,60) (%2,07)
Kaprik asit (Co.0) 14,4+ 1,0° 618,1 +3,4° 10,8 £0,1° 459,9 + 24,4°
(%1,16) (%4,16) (%1,01) (%3,80)
Laurik asit (C/:) 25,9 +0,3° 769,4 + 8,7° 20,7+ 1,0° 571,2+28,4°
(%2,09) (%5,18) (%1,93) (%4,72)
Miristik asit (C4.0) 101,5 + 10,6* 2148 +23° 89,5 + 3,8° 1631+ 121°
(%8,18) (%14,5) (%8,33) (%13,5)
Palmitik asit (C4) 467,7+19,2° 4997 £ 167° 400,7 + 16,7° 4220 £ 191°
(%37,7) (%33,6) (%37,3) (%34,8)
Stearik asit (Cs.0) 172,8 £9,1° 1273 + 66° 154,1 9,8 971,4 +40,3°
(%13,9) (%8,57) (%14,3) (%8,02)
Oleik asit (Cyg.,) 378,1 £27,0° 3644 +254° 332,6 + 28,9° 3008 + 61°
(%30,5) (%24,5) (%31,0) (%24,8)
Linoleik asit (Cyg.) 21,5+2,0° 2849 + 13,2° 18,1 +1,5° 252,7+8,1°
(%1,73) (%1,92) (%1,69) (%2,09)
Linolenik asit (Cs.3) 11,0+ 1,1° 102,2+11,0° 4,9+0,1° 94,0 +10,5°
(%0,89) (%0,69) (%0,46) (%0,78)
USYA 62,4+2,5° 1632 + 242° 53,2+ 3,8° 1367 + 75°
(%35,03) (%11,0) (%4,96) (%11,3)
OUZSYA 1178 +5° 13218 + 462° 1021 + 19° 10749 + 321°
(%95.0) (%89,0) (%95,0) (%88,7)
TSYA 1241 + 13° 14850 + 582° 1074 + 23° 12115 +382°

*¢ Ayn1 harfler 6rnekler arasinda farkin 6nemli olmadigini gostermektedir (p>0.05).

" Parantez igerisinde %oran degerleri verilmistir. USY A: Ugucu serbest yag asitleri (Cy.0- Cio.0);

OUZSYA: Orta ve uzun zincirli serbest yag asitleri (Cjp.0- Cis3); TSYA: Toplam serbest yag asidi;
EMP: Enzim modifiye peynir
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Ugucu bilesikler aminoasit katabolizmasi, lipitlerin parcalanmasi ve laktoz ve sitrat
metobolizmasi sonucu aciga ¢ikmaktadirlar. Calismamiz kapsaminda EMP iiretimlerinde
pastorizasyon islemi ve koruyucu ilavesi yapildigindan dolay1 orneklerde tespit edilen
bilesikler US uygulamasinin olusturabilecegi etkiler ile birlikte aminoasit katabolizmas1 ve
lipitlerin pargalanmasi reaksiyonlar1 temel alinarak degerlendirilmistir. EMP 6rneklerinde
3 aldehit, 12 asit, 4 keton, 1 lakton, 1 terpen, 1 fenol, 4 ester, 5 alkol olmak {izere toplam
31 farkli ucucu bilesik tanimlanmigtir. Aldehitler, Strecker degradasyonu, transaminasyon
ve amino asitlerin katabolizmasi ile agi§a ¢ikmaktadirlar (Barbaros Ozer ve digerleri,
2011). Ayrica bunlar gegici bilesiklerdir. Bununla birlikte diiz zincirli aldehitler (biitanal,
pentanal, hekzanal ve oktanal) ise doymamis yag asitlerinin B-oksidasyonuyla meydana
gelirler (Barbaros Ozer ve digerleri, 2011). Ketonlarin olusum kokeni ise yaglardir.
Alkoller, biyokimyasal yolla yani proteoliz, lipoliz ve glikoliz ile olusmaktadirlar. Bu
kapsamda amino asit katabolizmas1 (genellikle aldehitlerin pargalanmas ile agiga ¢ikarlar)
ve doymamis yag asitlerinin (linoleik ve linoleik asit) parcalanmasi ile agiga
¢ikmaktadirlar (Barbaros Ozer ve digerleri, 2011) Esterler, daha kompleks tepkimelerle
olusan aroma bilesikleridir. Aminoasit katabolizmas1 ve esit molar hacimde asit ve alkoliin
esterlesme tepkimesi sonucu agiga c¢ikmaktadirlar (Barbaros Ozer ve digerleri, 2011).
Hidroksiasitlerin molekiil i¢i esterlesmesi sonucu ise laktonlar meydana gelmektedir.
Terpenlerin varligi enzimatik veya kimyasal tepkimeler ile degil sagmal hayvanin
beslenmesiyle siite gegmektedir. Siitten de iirlinlere gegis yaparlar. Fenoller ise terpenler
gibi bitki orjinli olmakla birlikte aminoasit katabolizmas1 ile de agiga ¢ikabilmektedirler

(Barbaros Ozer ve digerleri, 2011).

Calismamiz kapsaminda tanimlanan ugucu bilesikleri ve miktarlar1 Tablo 4.6.°da
verilmigtir. Tablo 4.6.’da belirtilen kontrol grubundaki proteolize peynir (proteolize olmus
US 6n islemi uygulanmamis 6rnek), EMP ise (proteolize ve lipolize olmus US 6n islemi
uygulanmamis 6rnek) US On islemi uygulanmig gruptakilerde ayni kosullarda proteolize
(proteolize peynir) ve lipolize (EMP) olmus US 6n islemi uygulanmis 6rnek sonuglarini
icermektedir. Ornek gruplar arasindaki degisim toplam ugucu miktar1 icindeki yiizde
miktarlar1 arasindaki fark seklinde degerlendirilmistir. Keton grubundaki bilesikler
degerlendirildiginde (toplam ugucu miktarina gore) kontrol EMP 6rnegine kiyasla 2-
Heptanon miktarinda proteolize gruplar arasinda anlamli bir degisim goézlenmez iken

lipolize gruplar1 arasinda %0,07 oraninda anlamli bir artis oldugu saptanmistir. 2-
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Tridecanon bilesigi ise proteolize gruplarda saptanamamistir. 2-Nonanon kontrol EMP
ornegine kiyasla proteolize gruplar arasinda anlamli bir degisim goriilmez iken lipolize
gruplar arasinda %0,11 oraninda anlamli bir sekilde arttigi goriilmiistiir. 2-Undekanon
miktart ise kontrol EMP 0Ornegine kiyasla proteolize gruplar arasinda degisim goriilmez
iken lipolize gruplar arsinda %0,03 oraninda azaldigi saptanmistir. Aldehit grubundaki
bilesikler degerlendirildiginde hekzanal proteolize gruplarda saptanirken lipolize gruplarda
saptanamamugtir. Oktanal miktarinda kontrol EMP 6rnegine kiyasla proteolize gruplarda
anlamli bir degisim goriilmez iken lipolize gruplar arasinda 90,003 oraninda anlamli bir
artis gorlilmiistiir. Benzaldehit ise kontrol EMP 0Ornegine kiyasla proteolize gruplar
arasinda %4,43 oraninda anlaml bir sekilde arttig1 goriiliirken lipolize gruplar arasinda ise
anlamli bir degisimin olmadig1 goriilmiistiir. Ester grubundaki bilesikler arasinda etil
hekzanoat bilesigi disindaki tanimlanan diger bilesikler (etil oktanoat, metil dekanoat, etil
dekanoat) saptanmamislardir. Etil hekzanoat miktarinda ise kontrol EMP 6rnegine kiyasla
proteolize gruplar arasinda anlamli bir degisim goriilmez iken lipolize gruplar arasinda
%0,017 oraninda anlamli bir sekilde arttigi goriilmiistiir. Alkol grubundaki tanimlanan
bilesiklerin (1-pentanol, 2-heptanol, 1-okten-3-ol, 2-nonen-1-ol, 2-etil -1-hekzanol ) hepsi

saptanamamiglardir.
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Tablo 4.6. Optimum ultrases 6n islemi kosulunda iiretilen EMP ile kontrol 6rneklerinin

temel {retim asamalar1 sonrasindaki (proteoliz ve lipoliz) ucucu bilesik bilesim ve

miktarlar1 (mg/kg EMP).
RT’ Ozellikler Kimyasal Kontrol Ultrases On Islemi
Grup Proteolize Peynir EMP Proteolize Peynir EMP
5,580 Hekzanal Aldehit 38,0+1,8 ND 39,2+2,5 ND
8,084 2-Heptanon Keton 446,6 + 29,8" 674,4 £43,8" 400,9 + 24,5° 721,7 £35,8°
8,205 Limonen Terpen 113,5+11,2° 212,6 +15,7° 108,0 +11,7° 356,0 + 3,3°
9,633 Etil Hekzanoat Ester 353+1,3" 86,2 +2,5° 34,0 +£2,3° 103,7 £ 6,2°
10,296 1-Pentanol Alkol 19,0 +£2.1 ND 143+1,4 ND
11,065 Oktanal Aldehit 16,9 + 1,4* 252+1,8° 16,7 +1,1° 28,0 +£1,4°
11,993 2-Heptanol Alkol 57,8+5,5 ND 63,2+4,5 ND
13,290 2-Nonanon Keton 1152 +53° 681,3 +56,4° 130,4 +9,5% 788,4 +353¢
14,097 Etil Oktanoat Ester ND 515,4+40,2 ND 550,0 £42,3
14,330 Asetik Asit Asit 56,2 +3,7* 375,3 £24,4° 54,1 +1,9* 1222 + 93¢
14,421 1-Okten-3-ol Alkol 12,0+ 0,6 ND 10,5+0,8 ND
14,542 2-Nonen-1-ol Alkol 57+04 ND 8,2+0,2 ND
15,089 2-Etil-1- Alkol 353+£5,0 ND 34,7+5,7 ND
Hekzanol
15,510 Benzaldehit Aldehit 2269 +11,6* 1386 + 90°¢ 465,9 +30,3° 1483 £58¢
15,752 Propanoik Asit Asit 474 +£39° 112,8 +12,0° 40,5+3,1° 134,5+4,1°
16,642 Metil Dekanoat Ester ND 35,7+39 ND 40,0 £4,1
16,733 2-Undekanon Keton 47,0 +3.4° 559,3 +£442° 44,1 £2.4° 497,0 £27,2°
17,053 Biitanoik Asit Asit 810,2 + 63,4° 9063 + 727° 789,2 +£42.9* 9991 + 567¢
17,265 Etil Dekanoat Ester ND 436,1 +49,6 ND 417,7+4,6
18,513 Pentanoik Asit Asit ND 474,0 + 51,5 ND 499,3 + 322
19,524 2-Tridecanon Keton ND 178,6 £ 20,3 ND 1559+11,1
19,834 Hekzanoik Asit Asit 887,7 + 54,9* 29209 + 2653° 852,1 +77,3* 30716 +£2077°
21,057 Heptanoik Asit Asit 39,0 £3,9* 1559 £ 90° 35,7+2,3" 1411 + 45°
21,628 Fenol Fenol 77,1 £3.8° 370,0 + 33,8" 77,2+ 8,9" 354,5£30,1°
22,242 Oktanoik Asit Asit 1149 £ 71° 42947 + 3412° 1228 + 85° 40275 +2879°
23,335 Nonanoik Asit Asit ND 1091 + 105 ND 866,1 £35,4
23,901 Delta Lakton 66,2 +4,9* 137,9+7.2°¢ 59,7+5.8" 120,7+9,1°
Dekalakton

24,404 Dekanoik Asit Asit 654,1+722° 29697 + 2298° 657,9 £ 64,5° 25912 + 1164°
24,985 9-Desenoik Asit Asit ND 3801 +393 ND 3061 + 150
25,406 Undekanoik Asit Asit ND 346,6 £ 43,2 ND 2519+ 12,1
26,392 Dodekanoik Asit Asit ND 7593 £ 663 ND 4440 + 288

- Toplam Ugucu - 4986 + 173° 131565 + 8774° 5187 +244* 124396 + 6647°

¢ Ayni harfler 6rnekler arasinda farkin 6nemli olmadigini géstermektedir (p>0.05). * RT: kolonda alikonma
stiresi (retention time); EMP: Enzim modifiye peynir.

Tanimlanan fenol bilesigi kontrol EMP 6rnegine kiyasla proteolize gruplar ve lipolize
gruplar arasinda anlamli bir degisim olmadigi goriilmiistiir. Lakton grubundaki bilesik
miktarinda ise kontrol EMP ornegine kiyasla proteolize gruplar arasinda anlamli bir
degisim goriilmez iken lipolize gruplar arasinda % 0,008 oraninda anlamli bir sekilde
azalmistir. Asit grubundaki bilesiklerin miktarlar ise asetik asit, propanoik asit, biitanoik
asit, hekzanoik asit ve heptanoik asit miktarlarinda kontrol EMP O6rnegine kiyasla

proteolize gruplar arasinda anlamli bir degisimin olmadigi, lipolize gruplar arasinda ise
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sirastyla % 0,69, % 0,022, % 1,14, % 2,49 oranlarinda anlamli bir sekilde artis saptanirken
heptanoik asit ve dekanoik asit miktarlarinda sirasiyla % 0,051 ve % 1,74 oraninda azalma
saptanmistir. Sonug olarak toplam ugucu bilesik miktarinda kontrol EMP 6rneklere kiyasla
lipolize gruplar arasinda %5,45 oraninda azalma saptanirken proteolize gruplar arasinda
anlamli bir degisim olmadig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte asit grubundaki ugucu bilesik

miktarlarindaki ciddi degisimler dikkat cekmektedir.

Pablo Juliano ve arkadaglari (2014) tarafindan yapilan ultrases isleminden sonra siitte
bulunmayan lipit oksidasyon ucucular1 adli ¢alismalarinda 5 farkli grupta ¢alismislardir.
Gruplardan birinin ¢alisma kosullar1 su sekildedir; 4 ve 45 °C sicakliklarda homojenize
edilmemis siit ve yagsiz siite 20, 400 ve 1000 kHz’de 5 ve 20 dk ultrases islemi
uygulamiglardir. Yapilan calismalar sonucunda hem ¢ig siit hem de 4 °C’de 20 dk’da
yagsiz siitiin 1000 kHz’lik ultrases isleminden sonra esik koku degerlerini astigi
saptanmistir. Benzer bir artis 1000 kHz’de 45 °C’de islenen siitte ve 400 kHz’de 45 °C’de
islenen siitlerde de gozlemlendigi bildirilmistir. Bununla birlikte kontrol ve 20 kHz
numunelerde hem 4 hem de 45 °C’de ki islemlerden sonra koku esigi degerlerinin altinda
kaldig1 bildirilmistir. Yagsiz siit 6rneklerinde ise 45 °C'deki muameleden sonra islenmemis
siit ile ilgili 3-5 kat artmis nonanal konsantrasyon artis1 oldugunu gdzlemlemislerdir.
Ayrica, yagsiz siit, potansiyel olarak mekanik ayirma ve pompalama islemleri sirasinda
kaymadan olusan serbest yaga sahip olabilecegini ve serbest radikallerle reaksiyona

girebilecek hafif yiikseltilmis polar lipit bilesenlerine sahip olabileceklerini bildirmislerdir.
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5. SONUCLAR

Bu tez calismasinda geleneksel yontemle, stater kiiltiir kullanilmaksizin olgunlastirmak
lizere Uretilen beyaz peynir kullanilarak elde edilen eritme peynirine US 6n islemi
uygulanip enzim ilavesi yapilarak belirli kosullar altinda EMP elde edilmistir. Burada US
on isleminin EMP {iretiminin proteoliz siirecindeki etkilerinin belirlenmesi ve optimum

islem kosullarinin ortaya konulmasi hedeflenmistir.

US o6n isleminin proteinin konformasyonel yapisi iizerindeki etkileri gibi enzim
aktivasyonunu uyaran etkisi dikkatimizi ¢ekmis ve bu kapsamda US giicii, siiresi ve
proteoliz siiresi parametreleri dogrultusunda yanit yiizey yontemi, merkezi karma donel
tasarim ile hazirlanmis deneme plani olusturulmustur ve optimizasyon iiretimleri
yapilmstir.  Ultrases 6n isleminin EMP’lerdeki proteoliz siirecine olan etkilerinin
saptanabilmesi i¢in belirlenen 3 faktor ile 3 farkli diizeyde olusturulmus 7 farkli islem
kosulunda ticer paralel (merkez noktada 6 paralel) iiretim gerceklestirilmis ve US

uygulanmis 24 EMP 6rneginin analizleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar su sekildedir:

e US giicii suda ¢oziinlir azot miktar1 iizerinde etkili degil iken proteoliz ve US
stirelerinin etkili oldugu saptanmustir.

e US giicii ve siiresinin TCA-CA ve PTA-CA miktarlar {izerinde etkili olmadigi
ancak proteoliz siiresi ile arttig1 saptanmistir.

e US giicii ve siiresinin pH ve titrasyon asitligi lizerinde etkili olmadig1 gortliirken
proteoliz siiresinin artisiyla birlikte titrasyon asitligi miktarinda artis pH degerinde
ise azalma oldugu saptanmustir.

e US giicii ve proteoliz siiresinin artistyla birlikte kuru madde miktarinda artis oldugu
saptanmistir.

e US siiresi, OYI iizerinde etkili degil iken OUI degerinde siirenin artistyla arttigi
saptanmigtir. Proteoliz siiresinin artistyla birlikte de hem OUI hem de OYI

degerlerinde artis oldugu gorilmiistiir.
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Ozetle; US giiciiniin etkisi goriilmez iken US siiresinin etkili oldugu goriilmiistiir. Bununla

birlikte proteoliz siiresinin baskin oldugu dikkat ¢gekmistir.

Optimum kosullar 46,28 W US giicii, 9,8 dk US 6n islem siiresi, 10,49 saat proteoliz siiresi
olarak hesaplanmistir. US uygulanmis EMP’lerin optimizasyonu sonucu elde edilen

modelde yanitlar lizerinde interaksiyon etkisi istatiksel olarak su sekilde elde edilmistir:

e US giicii arttikga OUI degerinin arttign US siiresi arttikca da diisiik US giiciide
goriilmektedir. Orta diizey US giiclerinde ise US siiresinin artistyla birlikte OUI

once artt1g1 daha sonralari ise azaldig1 saptanmustir.

Optimizasyon calismasinin sonunda, tahmini degerler ile elde edilen teorik sonucun
deneysel veriler ile dogrulamasi yapilmistir. Dogrulama amaciyla optimum calisma
kosullarinda, US 6n islemi sonrasi proteolize edilmis peynir ve bunun kontrolii olarak US
uygulanmadan dogrudan proteolize edilmis peynir (kontrol), US 06n islemi sonrasi
gergeklestirilen proteoliz+lipoliz sonucu tiretilen EMP ve bunun kontrolii olarak herhangi
bir US 6n islemi uygulanmadan dogrudan proteoliz+lipoliz ile {iretilen EMP (kontrol)
olmak iizere 4 adet Ornek (2 adet proteolize peynir ve 2 adet EMP) diretimi

gerceklestirilmistir. Elde edilen ortalama degerler ise su sekildedir:

e FErbay ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yaptiklar1 caligmalarindan elde edilen
kontrol drneklerinin optimizasyonu sonucu OUI 58,35, OYI 51,61, SAI 8,19 ve
titrasyon asitligi 0,868 olarak hedef degerler belirlenmistir. Bu degerlerin, tahmin
edilen degerlere yakin degerler oldugu saptanmustir.

e Tiim yanitlar i¢in dogrulama analizlerinden elde edilen deneysel veriler ile
modelden tahmin edilen degerler arasinda, istatistiksel olarak 6nemli bir farkin
olmadig1 (P>0,05) saptanmistir. En diisiik p-degeri 0,159 ve en yiiksek % hata
degeri ise % 4,6 olarak hesaplanmustir.

e Biitirik asit miktarinda kontrol EMP 6rneklerine kiyasla proteolize gruplar arasinda
degisim gozlemlenmez iken lipolize gruplar arasinda kaproik, kaprolik ve kaprik
asitlerin miktarlarinda sirasiyla % 0,34, % 0,28, % 0,36 oraninda anlamli bir

sekilde azaldig1 saptanmustir.
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e Palmitik, oleik, linoleik ve linolenik asitlerde kontrol EMP orneklerine kiyasla
lipolize gruplar arasinda sirasiyla % 1,2, % 0,3, % 0,17 ve % 0,09 oraninda anlaml
bir sekilde artig saptanirken laurik, miristik ve stearik asitlerde ise sirasiyla % 0,46,
% 1,% 0,55 oraninda anlamli sekilde azalma oldugu saptanmistir. Proteolize
gruplar arasinda ise anlamli bir degisimin olmadig1 goriilmiustiir.

e Asetik asit, proponoik asit, biitanoik asit, hekzanoik asit miktarlarinda kontrol EMP
orneklerine kiyasla lipolize gruplar arasinda sirastyla %0,7, %0,025, %1,15, %2,49
oranlarinda anlamli bir sekilde artis saptanirken heptanoik asit ve dekanoik asit
miktarlarinda sirastyla %0,05 ve %]1,74 oraninda azalma saptanmistir. Proteolize
gruplar arasinda anlamli bir degisimin olmadig goriilmiistiir.

e 2-Nonanon kontrol EMP 6rnegine kiyasla lipolize gruplar arasinda %0,11 oraninda
anlamli bir sekilde arttigi goriilmiistiir. Proteolize gruplar arasinda anlamli bir
degisimin olmadig1 goriilmiistiir.

e Asit grubundaki bilesiklerin miktarlari ise asetik asit, propanoik asit, biitanoik asit,
hekzanoik asit ve heptanoik asit miktarlarinda kontrol EMP ornegine kiyasla
proteolize gruplar arasinda anlamli bir degisimin olmadig, lipolize gruplar arasinda
ise sirasiyla % 0,69, % 0,022, % 1,14, % 2,49 oranlarinda anlamli bir sekilde artis
saptanirken heptanoik asit ve dekanoik asit miktarlarinda sirasiyla % 0,051 ve %

1,74 oraninda azalma saptanmistir.

Sonug olarak toplam ucucu bilesik miktarinda kontrol EMP 6rneklere kiyasla lipolize
gruplar arasinda %5,45 oraninda azalma saptanirken proteolize gruplar arasinda anlamli bir
degisim olmadig1 goriilmistiir. Bununla birlikte asit grubundaki ugucu bilesik

miktarlarindaki ciddi degisimler dikkat cekmektedir.

Yapilan bu calisma enzimatik reaksiyonun hizlandirilarak, EMP iiretiminin siiresinin
kisaltilmasin1 hedeflemistir. Elde edilen sonuglar ile hedefimiz yakalanilmis, iiretim
stiresinin 1,5 saat daha kisaltilabilecegi tespit edilmistir. US parametrelerinde US siiresinin
etkisi az olmakla birlikte siirecin etkisinin daha baskin oldugu belirlenmistir. Sonug
olarak, kontrol EMP Orneklerine yakin EMP iiretiminin 1,5 saat daha kisa bir siirede elde
edilebilecegi belirlenmis ve US isleminin enzim aktivasyonunu hizlandirabilecegi tespit
edilmistir. Bununla birlikte US igleminin enzim aktivasyonu {izerine etkisi {izerine olan
calisma literatiirde az olmakla birlikte calismamizin literatiire katki saglayacagi

distiniilmektedir.
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EKLER

Tablo EK-1: US uygulanmis enzim modifiye peynir (EMP) 6rneklerinin kimyasal 6zellikleri.

TA SCA TCA-SN PTA-SN OUi OYi SAi pH TitAsitligi l\l{(:;(‘l‘e
1 1,582 0,751 0,714 0,087 475 451 55 6,10 0,761 26,7
2 1,597 0,774 0,743 0,082 485 465 51 6,11 0,776 26,8
3 1,602 0,768 0,733 0,095 479 458 59 6,10 0,733 26,9
4 1,519 0930 0,843 0,125 612 555 82 597 0,900 26,8
5 1437 0,658 0,494 0,039 458 344 27 601 0,621 27,0
6 1,572 0,746 0,685 0,087 475 435 55 6,10 0,717 26,5
7 1,535 0,793 0,763 0,090 51,7 497 59 6,09 0,758 272
8 1,508 0,773 0,737 0,090 513 489 60 610 0,748 26,6
9 1,601 0,895 0812 0,123 559 50,7 77 597 0,862 26,5
10 1,512 0852 0811 0,124 563 537 82 601 0,867 26,9
11 1483 0,713 0,632 0,066 48,1 426 45 596 0,678 26,5
12 1490 0967 0,841 0,024 649 564 83 598 0,865 27,5
13 1,607 0,767 0,690 0,093 47,7 429 58 6,10 0,813 26,6
14 1,445 0769 0,724 0,083 532 50,1 57 611 0,747 274
15 1,506 0,699 0,634 0,072 465 421 48 595 0,650 26,5
16 1,590 0818 0,678 0,090 51,5 426 56 614 0,719 26,9
17 1483 0,825 0,759 0,112 557 512 76 599 0,838 26,2
18 1,530 0,710 0,546 0,060 464 357 45 590 0,681 26,2
19 1,515 0,827 0,649 0,077 546 428 51 6,05 0,702 27,4
20 1,584 0775 0,728 0,088 489 460 56 6,12 0,727 27,0
21 1,593 0,785 0,734 0,097 493 461 61 6,08 0,808 26,4
22 1,596 0,769 0,723 0,093 482 453 58 6,12 0,785 26,1
23 1,579 0,760 0,720 0,088 482 456 56 6,11 0,760 26,5
24 1,580 0,837 0,728 0,092 529 461 58 614 0,792 27,2
25 1485 0,650 0463 0,034 438 312 23 6,06 0,623 26,2
26 1,588 0,870 0,843 0,120 548 531 75 601 0,880 26,4
27 1,507 0,660 0476 0,039 438 316 2,6 6,06 0,641 26,6
28 1,545 0,829 0,824 0,120 536 533 77 601 0,883 26,2
29 1,581 0,747 0,693 0,085 472 438 54 6,12 0,787 25,9
30 1,551 0,772 0,722 0,093 498 465 60 6,13 0,789 26,6
31 1471 0,760 0,716 0,085 51,7 487 58 6,11 0,771 26,5
32 1415 0,737 0,698 0,084 521 493 59 6,11 0,806 26,4
Kontrol 1407 0,830 0,708 0,110 590 503 78 6,06 0,891 258
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