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Bu c¢alismada, Lactobacillus acidophilus (LA), Lacticaseibacillus casei (LC) ve
Bifidobacterium bifidum (BB) probiyotik suslarinin ek kiiltiir olarak kullanildig: diistik
laktozlu probiyotik ultrafiltre (UF) beyaz peynir iiretilmistir. Uretilen peynirlerin
olgunlagma siiresince (7., 30., 60., ve 90. giin) mikrobiyel, kimyasal, biyokimyasal ve
duyusal 6zellikleri arastirllmistir. Kontrol grubu olarak; standart UF beyaz peynir (K1)
ve disiik laktozlu UF beyaz peynir (K2) iiretimi yapilmustir.

Uretimin 7. giiniinde, LA, LC ve BB peynirlerinde probiyotik canli mikroorganizma
sayis1 sirastyla 2.16x107 kob/g, 4.03x108 kob/g ve 1.05x108 kob/g olarak bulunmustur.
Olgunlasmanin sonunda (90.giin), canli probiyotik mikroorganizma sayis1 107 kob/g
Uzerinde tespit edilmistir. LC ve BB peynirlerinde post asidifikasyonun (depolama
siiresince gelisen asitlik) fazla oldu tespit edilmistir. Probiyotik sus kullanimi peynir

orneklerinde proteolizi hizlandirmis ve toplam serbest aminoasit miktarlar1 kontrol



peynirlerine oranla daha yiiksek diizeyde tespit edilmistir (p<0.05). Olgunlasma siiresince
probiyotik sus kullanimina bagl olarak suda ¢éziinmeyen fraksiyonlarina ait Ure-PAGE
elektroforetogramlarinda gorsel olarak belirgin bir farklilik gézlenmemistir. Suda
¢cOziinen azot fraksiyonlart RP-HPLC ile analiz edilmis olup kromatogramlarda kontrol
orneklerine gore gorece fazla miktarda pik tespit edilmistir. Bu diger proteoliz
sonuglarini destekler bir durumdur. LC ve BB peynirlerinde 30. giinden itibaren belirgin
bir sekilde asetik asit ve laktik asit miktarlarinda artis gézlenmistir. Bu durum peynir

pH’sin1 dogrudan etkileyerek peynirin duyusal 6zelliklerini olumsuz yonde etkilemistir.

Diisiik laktozlu peynirlerde, laktoz diizeyleri tespit edilebilir limitlerin altindadir ve
galaktoz duzeyi %1.1-1.6 araliginda bulunmustur. Serbest yag asidi diizeyleri 90.giinde
LC ve BB kodlu 6rneklerde kismen daha yiiksek bulunmustur. Ugucu bilesenlere PCA
uygulanmis ve kontrol grubu orneklerine gore ve depolama siireglerine bagli olarak
gruplar tespit edilmistir. LA grubu peynir Ornekleri genel anlamda yiiksek kabul
edilebilirlik gostermistir. Sonug olarak, genel degerlendirme yapildiginda gerek canli
kalma dizeyleri ve gerekse son drtndeki kimyasal-biyokimyasal etkileri gbz 6niine
alindiginda L. acidophilus’un diisiik laktozlu probiyotik UF beyaz peynir Uretimi igin
uygun bir probiyotik ek kiiltiir olabilecegi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik peynir, Ultrafiltre peynir, B-galaktosidaz, Lactobacillus
acidophilus, Lacticaseibacillus casei, Bifidobacterium bifidum
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In this study, low-lactose probiotic ultrafiltrated (UF) white cheese was produced by
using Lactobacillus acidophilus (LA), Lacticaseibacillus casei (LC) and Bifidobacterium
bifidum (BB) probiotic strains as adjunct culture. Microbial, chemical, biochemical and
sensory properties of the cheeses produced were investigated during the ripening period
(7™, 30", 60" and 90™" days). As the control group, standard UF white cheese (K1) and

low-lactose UF white cheese (K2) were produced.

On the 7™ day of production, the probiotic viable microorganism count in LA, LC, and
BB cheeses was 2.16x10 cfu/g, 4.03x108 cfu/g and 1.05x108 cfu /g, respectively. At the
end of the ripening period (90" day), the number of viable probiotic microorganisms was
over 107 cfu/g. It was determined that post acidification (acidity increase during storage)
was higher in LC and BB cheeses. The use of probiotic strains accelerated proteolysis in

cheese samples and total free amino acid amounts were found to be higher than control



cheeses (p<0.05). No visually significant difference was observed in the urea-PAGE
electrophoretograms of the water-insoluble fractions due to the use of probiotic strains
during maturation. Water-soluble nitrogen fractions were analyzed by RP-HPLC and
relatively higher amount of peaks were detected in the chromatograms compared to the
control samples. This is a situation that supports other proteolysis results. A significant
increase in acetic acid and lactic acid amounts was observed in LC and BB cheeses
starting from the 30" day. This situation directly affected the pH of the cheese and

negatively affected the sensory properties of the cheese.

In low-lactose cheeses, lactose levels are below detectable limits and galactose level was
found to be in the range of 1.1-1.6%. Free fatty acid levels were found to be slightly
higher in LC and BB samples in the 90" day. PCA was applied to the volatile components
and groups were determined according to the control group samples and ripening.
Generally, LA cheeses showed high acceptability than other cheeses. In conclusion; it has
been determined that L. acidophilus may be a suitable probiotic culture for the production
of low-lactose probiotic UF white cheese, considering both the viability levels and the

chemical-biochemical effects on the final product.

Keywords: Probiotic cheese, Ultrafiltrated Cheese, B-galaktosidase, Lactobacillus

acidophilus, Lacticaseibacillus casei, Bifidobacterium bifidum
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1. GIRIS

1907 yilinda Elie Metchnikoff “The Prolongation of Life” adli kitabinda probiyotik
kavramu ile bizleri tamistirmistir. Daha sonra pek ¢ok bakterinin (6rnegin., Laktik asit
bakterileri (LAB) ve Bifidobacteria) probiyotik 6zelliklere sahip oldugu ortaya ¢ikmistir.
Probiyotik bakterilerin cogu fermente siit liriinleri ve bitki materyalleri ile iliskili oldugu
gibi toprak, hayvan yemleri, insan agiz boslugu ve bagirsak yolu gibi diger habitatlarla
da iligkilidir seklinde tanimlanmistir (Byong, 2015). Probiyotigin taniminin degisimi ile
ilgili 2013 yilinda bir rapor yaymlanmistir ve probiyotik kavraminin tanimi “yeterli
miktarda alindiginda konaklar iizerinde yararl bir etki yaratan canli mikroorganizmalar”
olarak giiglendirilmistir. Bu probiyotik bakteriler, tlketici tGzerinde fizyolojik bir etkiye
sahip olacak kadar yiiksek miktarlarda bulunmalidir (Hill ve ark., 2014).

Tiiketicilerin saglik ile ilgili bilinglerinin artmasi fonksiyonel gidalara olan talebin
artmasini saglamistir (Suri ve ark., 2019). Laktoz intoleransi rahatsizlig1 viicutta [-
galaktosidaz enziminin yeterli iiretilmedigi durumlarda olusmaktadir ve laktoz intoleransi
olan insanlarda gastrointestinal rahatsizliklar olusmaktadir. Laktoz intolerans1 bireyler
icin laktozu diyetten ¢ikarmak tek tedavi yontemidir. Ancak laktozu diyetten ¢ikarmak
bireylerin bagisiklik sistemini olumsuz yonde etkilemektedir ve sosyal agidan bu durum
mimkin goézikmemektedir. Laktoz intoleransi bireyler igin eksojen enzimler ve
probiyotik gidalarin tiiketilmesi ya da ikisinin (probiyotik ve ekzojen enzimler) birlikte
alinmas1 onerilmektedir (Pinto ve ark., 2019). Laktoz intoleransi i¢in diisiik laktozlu ve
laktozsuz olmak tizere bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Suri ve ark. (2019) yapmis oldugu
caligmada diisiik laktozlu gidalarin 100 g’da 1g laktoz ve laktozsuz gidalarin 100 g 10 mg

laktoz igermesine izin verildigi belirtilmistir.

Siit ve siit iirtinleri, piyasada bulunan en zengin probiyotik gida kaynagi olmasinin yani
sira, en kapsamli arastirilan gida kategorisini de temsil etmektedir. Probiyotikler, yogurt,
peynir, dondurma, siit tatlilari, bebek mamalar1 gibi bir¢ok siit iirlinline dahil edilmistir.
Peynir evrensel olarak diyetlerde yaygin olarak tiiketilmektedir (Shori, 2015). Peynirin
yiiksek yag icerigi ve yogun matriks yapisi, probiyotik bakterilerin sindirim kanalindan

gecisi esnasinda yiiksek koruma saglamaktadir. Bu sebeple peynir, probiyotiklerin



sindirim sistemine ulasabilmesi i¢in uygun bir ara¢ olmaktadir (De Prisco ve Mauriello,
2016).

Probiyotik peynir ile ilgili literatiirde birgok ¢alisma mevcuttur. Peynirlerde olgunlasma
stiresince biyokimyasal degisimler devam etmektedir. Glikoliz, proteoliz, lipoliz olarak
isimlendirilen bu biyokimyasal olaylar Grlnun fiziksel, kimyasal, teksturel ve duyusal
Ozelliklerini etkilemektedir. Bu g¢alisma kapsaminda 3 farkli probiyotik bakteri ile
(Lactobacillus acidophilus, Lacticaseibacillus casei ve Bifidobacterium bifidum) diistik
laktozlu UF beyaz peynir Uretilerek laktoz intolerans olan bireyler icin alternatif bir Grln
uretilmesi saglanmistir. Calismada, diisiik laktozlu probiyotik beyaz peynirin olgunlasma
stiresince mikrobiyolojik, fiziksel, biyokimyasal ve duyusal 6zeliklerinin arastirilmasi

amagclanmustir.



2. GENEL BILGILER

Peynir, bir grup fermente siit bazli gida tirlinliniin genel adidir. Peynir yapiminin birincil
amaci, siitiin baslica bilesenlerini koruyarak raf dmri uzun bir triin elde etmektir. Ayni
zamanda bu iiriin oldukga besleyici olmaktadir (Fox ve ark., 2017b). Saglikli beslenmeye
olan talep ile fonksiyonel gidalar hayatimizdaki roliinii almistir (Turkmen, Akal ve Ozer,
2019). Probiyotik gidalar, fonksiyonel gidalarin en hizli biiyiiyen alanidir (Shori, 2015).
Peynir, diinya c¢apinda tliketilen bir gidadir ve diyetin ayrilmaz bir pargasini
olusturmaktadir (Gomes ve ark., 2011). Peynire probiyotik takviyesi, probiyotiklerin
giinliik diyet ile alimin1 kolaylagtirmaktadir. Diinya genelinde cok cesitli aroma ve
formlarda peynir Gretimi gerceklestirilmektedir (Fox ve ark., 2017b). Bu peynir
cesitlerinden biri olan ultrafiltre peynir (UF), 6zellikle Akdeniz Ulkelerinde ¢ok fazla

tiiketilen peynir gruplarindan biridir (Mio€inovi¢ ve ark., 2014).

2.1. Membran Teknolojisi

Membran teknolojisi, spesifik yar1 gegirgen membran filtreler ile belirli molekuler
bluylklikteki bilesiklerin gegisine izin vererek ya da ge¢mesine engel olarak konsantre
hale getiren ya da fraksiyonlarmna ayirma iglemlerine yardimeci olan bir teknolojidir
(Kumar ve ark., 2013). Capraz akisli membran filtrasyonunda besleme ¢6zeltisi basing
altinda membrandan ge¢meye zorlanir. Besleme ¢ozeltisinden membran1  gegen
materyaller permeat, membran gecemeyen fraksiyon ise retentant olarak adlandirilir
(Kilara, 2013; Kumar ve ark., 2013). Sekil 2.1°te yar1 gegirgen membran filtrelerinin

temel prensibi 6zetlenmistir.

MEMBRAN
(X X X N X X X )
(X X X N X X X )
KARISIM RETENTANT
s8] 00000000 )
(X XX N X X X )
(X XX XXX X )

PERMEAT(B)

Sekil 2.1. Yar1 gecirgen membran filtrelerin temel prensibi
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Sut endistrisinde membran teknolojisi, gesitli iiriinleri konsantre hale getirmek veya
fraksiyonlarina ayirmak ve yeni iiriin gelistirmek amaciyla 1960’larin sonlarinda gida
endiistrisine girisinden bu yana yaygin olarak kullanilmaktadir (Pouliot, 2008; Kumar ve
ark., 2013). Sekil 2.2°de membran proseslerinin 0Ozellikleri ve sut enddstrisinde

uygulanma alanlar1 verilmistir.

Somatik hiicreler,

\ \ \ Bakteri, Sporlar, M b
MWCO (~Da) Basing(Bar) | \ va globilller, embran por
\ Kazein miselleri boyutu (pm)
>200000 <2 0 wikrofitrasyon (v ) 1071~ 10*
_Cdziinen proteinler,
\“Kazeinomakropeptit
|
1000-200000 1-10 . Ultrafiltrasyon (UF) . 102- 101
\ Peptitler,
\ \ /ﬂ Tuzlar (divalent katyonlar)
300-1000 5-40 . Nanofiltrasyon (NF) . 10-3-102
\ .". - Tuz (monovalent katyonlar),
\ laktoz
<100 10-100 . Ters Osmoz (RO) . 104- 103

Su

Sekil 2.2. Membran proseslerinin 6zellikleri ve siit endiistrisinde uygulanma alanlar

(Pouliot, 2008; Lipnizki, 2010; Kilara, 2013; Kumar ve ark., 2013).

Siit teknolojisinde, membran proses uygulamalari 3 baslik altinda toplanabilir. Bunlar; (i)
santrifiij uygulamalari, evaporasyon, bakterilerin uzaklastirilmasi, ve deminerilizasyon
gibi temel prosesler icin alternatif olarak, (ii) peynir alt1 suyundan yagin uzaklastirilmasi,
protein geri kazanimi ve ayirimi, siit yagi membran bilesenlerinin fraksiyonasyonu,
sporlarin ve sporlu bakterilerin ayirim islemlerinde, ve (iii) yeni sut drdnlerinin
gelistirilmesinde kullanilabilmektedir (UF peynir, Uzun 6miirlii siit (ESL siit), peynir alt1
suyu bazli i¢ecekler, siit tiriinlerinde tekstiirel modifikasyonlar vb) (Pouliot, 2008). Ters
ozmoz, nanofiltrasyon, ultrafiltrasyon ve mikrofiltrasyon siit endiistrisinde en yaygin

kullanilan membran prosesleridir (Marella, Muthukumarappan ve Metzger, 2013).



2.1.1. Mikrofiltrasyon (MF)

Mikrofiltrasyon 0.1-10 pm arasinda gbzenek boyutuna sahip membran ayirma
tekniklerinden biridir ve 0.01-0.2 MPa basing araliginda ¢alismaktadir (Pouliot, 2008).
Mikrofiltrasyon molekiil agirligi 200000 Da’dan daha biiyiik partikiilleri segici olarak
ayiran bir islemdir (Kumar ve ark., 2013). Mikrofiltrasyon ile membran por boyutuna
bagl olarak siitten yag globiilleri, bakteriler, kazein miselleri, somatik hicreler,
kiimelenmis peyniralti suyu bilesenleri, B-kazein ve B-laktoglobulin ayirimi saglanir

(Mistry ve Maubois, 2004).

2.1.2. Nanofiltrasyon (NF)

Nanofiltrasyon 0.1-1 nm arasinda gozenek boyutuna sahip membran ayirma
tekniklerinden birisidir ve 1.5-3 MPa basing araliginda ¢alismaktadir (Pouliot, 2008).
Nanofiltrasyon diisiik molekiil agirlikli bilesiklerin (300-1000 Da) daha buyik
molekiillerden ayrilmasi iglemidir. NF membranlari tuz ve tek degerlikli (monovalent)
katyonlara gecirgen iken organik bilesiklere gecirimsizdir. Sut endiistrisinde, kismi

demineralizasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir (Kumar ve ark., 2013).

2.1.3. Ters Ozmoz (RO)

Ters ozmoz 0.1 nm’den daha kiiciik gdzenek boyutuna sahip membran ayirma
tekniklerinden birisidir ve 3-5 MPa basing araliginda ¢aligmaktadir (Pouliot, 2008). Ters
0zmoz membranlari ile molekiil agirligir 100 Da veya daha kiiciik ¢oziinen bilesenlerin
ayirimi saglanir (Kumar ve ark., 2013). Membran, yag, protein, laktoz ve tiim ayrismamis
minerallerin korunumu saglanirken su ve ¢ok az bazi iyonize minerallerin gegisine izin

verir (Mistry ve Maubois, 2004).

2.1.4. Ultrafiltrasyon (UF)

Ultrafiltrasyon 1-500 nm arasinda gozenek boyutuna sahip membran ayirma
tekniklerinden birisidir ve 0.1-1 MPa basing araliginda ¢alismaktadir (Pouliot, 2008).
Ultrafiltrasyon, 1000-200000 Da molekiiler agirliga sahip makro molekdlleri segici

olarak ayiran bir islemdir (Kumar ve ark., 2013). Ultrafiltrasyon uygulamalar1 gogunlukla
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protein ve yagi konsantre hale getirmek amaciyla kullanilmaktadir. Bu uygulama ile sut
urinlerinin bilesiminde kayda deger bir degisiklik olmakta ve boylelikle geleneksel
olmayan yeni Grtnler Uretilebilmektedir (Bintsis ve Papademas, 2018). Ultrafiltrasyon
uygulamasi ile su, laktoz, ¢oziinlir mineral, protein olmayan azot ve suda ¢oziiniir
vitaminlerin bir kismi permeatta toplanirken; protein ve yag retentantta konsantre hale
gelmektedir (Kumar ve ark., 2013; Bintsis ve Papademas, 2018).

2.2. UF Peynir

Peynir tiretiminde membran teknolojisinin kullanimi 1970°li yillarin basindan bu yana
uygulanmaktadir (Pouliot, 2008). UF peynir, ultrafiltrasyon ile konsantre edilmis siitten
uretilen peynirdir. Bu suregte peyniralti suyu bilesenlerinin tamami ya da biiyiik bir kism1
peynir igerisinde kalir. Bdylece peynirin verimi ve besleyici degeri artar (Bech, 1993).
Retentantta mineral igeriginin artmasi ile peynirin tamponlama kapasitesi de artar (Kilara
ve Chvean, 2013). Boylece UF edilmeyen siite kiyasla laktik asit bakterilerinin gelisimi
i¢in daha iyi bir ortam saglanmis olur (Khurana ve Meena, 2015). Cizelge 2.1’de UF ile

farkli diizeylerde konsantre edilen yagsiz siitlin bilesimi verilmistir.

Cizelge 2.1. UF yagsiz siitten elden edilen konsantrelerin bilesimleri (Kilara ve Chvean,
2013)

HKF* %TKMP  %Kazein  %Whey  %PON°®  9%laktoz %Kl
proteini

1 (yagsiz siit) 8.5 2.8 0.28 0.17 51 0.74

2 121 5.7 0.65 0.15 5.0 0.99

3 15.5 8.4 0.91 0.20 4.7 1.26

4 18.9 115 1.15 0.21 4.7 1.37

5 21.8 13.8 1.41 0.30 4.5 1.70

3Hacim Konsantrasyon Faktorii; "Toplam Kuru Madde; ¢: Protein Olmayan Azot



2.3. Probiyotik

Son yillarda saglik ve beslenme paradigmasi 6nemli dlciide degismistir. Ihtiya¢ duyulan
temel besinleri saglamanin 6tesinde, gida artik saglikli yasami optimize etmek i¢in bir
arac olarak gortlmektedir. Bu nedenle, giiniimiizde insanlar, 6zellikle de yasli gruplar,
saglikli yaslanma konusunda daha fazla 6zen gostermekte ve ilaglara guvenmeksizin
sagliklarini arttirmanin yollarin1 aramaktadirlar (Turkmen, Akal ve Ozer, 2019). Saglikli
beslenmeye olan talep ile fonksiyonel gidalar hayatimizdaki roliinii almistir. Fonksiyonel
gidalara ornek olarak probiyotik KUltir iceren gida triinleri verilebilir (Neffe-skoci,
Rzepkowska ve Szydtowska, 2018; Suri ve ark., 2019); ayrica probiyotik gidalar,
fonksiyonel gidalarin en hizli biiyiiyen alanidir (Shori, 2015).

Probiyotikler yeterli miktarda alindiginda konaklar Uzerinde yararli bir etki yaratan canlt
mikroorganizmalardir (FAO/WHO, 2002). Probiyotik bakterilerin metabolik Grinleri
veya hiicre bilesenleri, konakgi tizerinde herhangi bir patojenik, toksik, mutajenik veya
kanserojen etkiye sahip olmamalidir. Ayrica, gastrointestinal patojenlere karsit
etkilesimde (antagonizm) olmali ve plazmid transfer mekanizmasi gostermemelidir; yani
sus genetik olarak stabil olmalidir. Potansiyel probiyotikler gidaya uygulandiginda
gidanin duyusal 6zellikleri olumsuz yénde etkilememelidir (Ranadheera ve ark., 2019).
Klinik ¢aligmalara gore probiyotik iiriin minimum 10° -10° kob/g canli probiyotik
mikroorganizma igerdigi zaman konakg1 tizerinde terap0tik etki gostermektedir (Zieli ve
ark., 2018).

Probiyotiklerin gidaya uygulandiginda tlketiciye faydali bir etki gosterebilmesi ve
gastrointestinal sisteme ulasabilmesi i¢in canli olmasi ve oral yoldan iletilmesi
gerekmektedir (Lee, 2015). Gidalar, probiyotik mikroorganizmalarin canliligini
koruyabilmesi i¢in bir aragtir (Rolim ve ark., 2020) ve probiyotiklerin gidada canlilik
faaliyetlerini siirdiirebilmesi i¢in bazi teknolojik 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir
(Sendra ve ark., 2016). Sekil 2.3.’te probiyotik mikroorganizmalarin ana teknolojik

ozellikleri verilmistir.



Uriin kalitesiveya

duyusal

karakteristiklerini Safrayitolere
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PROBIYOTIKLER N 2

Sutte ‘
gelisebilmeli
Prebiyotikleri

metabolize
edebilmeli

Ticari kosullara
dayanikli olmali

Sekil 2.3. Probiyotik mikroorganizmalarin teknolojik 6zellikleri (Sendra ve ark., 2016).

Sit ve sut Grlnleri, piyasada bulunan en zengin probiyotik gida kaynagi olmasinin yani
sira, faydali bakterilerin ilavesi i¢in en kapsamli arastirilan gida kategorisini temsil
etmektedir. Fermente ve fermente edilmemis siit iiriinleri, dondurmalar ve dondurulmus
tathilar, meyve sulari, yer fistig1 yagi, tahil bazli iiriinler dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli
gidalar probiyotikler ile zenginlestirilerek piyasaya siiriilmiistiir. Gidalarda en yaygin
kullanilan probiyotik mikroorganizmalar Lactobacillus ve Bifidobacterium’ dur, ayni
zamanda Saccharomyces cerevisiae (var. boulardii) de kullanilmaktadir (De Prisco ve
Mauriello, 2016). Lactobacillus ve Bifidobacterium insan gastrointestinal sisteminde
kommensalizm (ortak¢i) olarak bulunmaktadir. Bu sebeple Lactobacillus ve
Bifidobacterium’ un saglikli bagirsak florast i¢in uygun birer kaynak olabilecegi
bildirilmektedir (Rolim ve ark., 2020).

2.3.1. Probiyotiklerin saghk tzerine etkisi

Probiyotikler hastaliklar1 tedavi edici bir etki saglamaktadir. Bazi probiyotiklerin ishale
kars1 etkinliginin ve bagirsakta mikrobiyel dengenin saglamasinin yani sira, kolon ve
meme kanseri riskini azalttigi, kan basincini diisiirdiigii, lipit profillerini diistirdiigii,

alerjileri ve gida intoleransini azalttigi, patojenik bakterilerin gelisimini Onledigi ve
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immiinomodiilator oldugu bildirilmistir (Ahtesh, Stojanovska ve Apostolopoulos, 2018).
Probiyotikler ayn1 zamanda laktoz intoleransi semptomlarini hafiflemekte ve bagigiklik

sistemini de guclendirmektedir (Suri ve ark., 2019).

2.3.1.1. Laktoz intoleransi

Laktoz dogada sadece siitte bulunan bir disakkarittir. 3-galaktosidaz enzimi ile glukoz ve
galaktoz monomerlerine doniismektedir (Koksel, 2016). Jejenumda bulunan J-
galaktosidaz enzimi yetersizligi nedeniyle laktozun sindirilemedigi ya da emilemedigi
durumlarda ortaya c¢ikan patofizyolojik durum laktoz intoleransi olarak
adlandirilmaktadir ve bu durum diinya yetiskin niifusunun %75’ini etkilemektedir (Suri
ve ark., 2019).

B-galaktosidaz enziminin yetersiz tiiretilmesi durumunda laktoz ince bagirsakta
sindirilemez ve sindirilemeyen laktoz 0zmoz yoluyla bagirsaklara sivi ¢eker. Buna ek
olarak laktoz, kalin bagirsakta bulunan mikroorganizmalar tarafindan yag asitleri ve gaza
(karbondioksit, hidrojen ve metan) fermente edilir ve abdominal (karin) basing artar
(Troise ve ark., 2016; Parker ve Watson, 2017). Sivi ve fermantasyon iiriinleri, sulu ishal,
karin agris1 veya kramp ve siskinlik de dahil olmak iizere laktoz intoleransi ile iliskili
gastrointestinal sesmptomlara neden olur (Koksel, 2016; Parker ve Watson, 2017; Suri ve
ark., 2019).

Cizelge 2.2. Farkl siit ve siit tirtinlerinin laktoz igerigi (Suri ve ark., 2019)

Sut ve st drdnleri Laktoz icerigi (g/100ml)
Yagsiz siit 4.3-5.7
Az yagl siit 3.7-55
Laktoz hidrolize sut 0.4-0.6
Cheddar peyniri 0.09-0.5
Cottage peyniri 1.0-3.1
Mozzarella peyniri 0.1-1.6




Laktoz intolerans bireyler i¢in laktozu diyetten ¢ikarmak tek tedavi yontemidir. Ancak,
piyasada satilan bir¢ok siit ve siit lirlinii laktoz igermektedir ve Cizelge 2.2’de farkl: siit
ve siit Uriinlerinin laktoz igerigi verilmistir. Laktozu diyetten tamamen c¢ikarmak
bireylerin yasam stillerini tamamen degistirmelerine neden olmakta ve bu durum sosyal
acidan miimkiin goriinmemektedir. Bunun yani sira st ve stt drunlerinin diyetten
tamamen ¢ikartilmasi bireylerde siit ile alinmasi gereken vitamin ve mineral kaybina
(6zellikle Ca*™, fosfor) da neden olmaktadir (Suri ve ark., 2019). Bu sebeple ekzojen
enzimler (B-galaktosidaz ve tilaktaz), probiyotik gidalar (Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium animalis, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
acidophilus veya Lactobacillus rhamnosus iceren kilturler) (Suri ve ark., 2019) ve
ekzojen enzimler ile probiyotik mikroorganizmalarin kombine edildigi gidalar laktoz
intoleransina sahip bireylerin beslenmesinde kullanilabilmektedir (Pinto ve ark., 2019).
Laktozsuz sut drdnlerinin  dretimi  ve gelistirilmesi gida endiistrisinde hizla

yayginlasmaktadir (Pereira ve ark., 2020).

Pinto ve ark. (2019) laktozsuz Yunan tipi yogurtlarda enkapsllasyonun probiyotik
Bifidobacterium lactis BB-12’nin canliligina ve yogurdun fizikokimyasal ve tekstiirel
ozelliklerine olan etkisini incelemislerdir. Pereira ve ark., (2020) prebiyotik indilinin yani
sira probiyotik Lactobacillus acidophilus LA-5 ve Bifidobacterium lactis BB-12
ilavesiyle hazirlanan laktoz icermeyen fermente sutlerin fizikokimyasal, mikrobiyolojik
ve duyusal 6zelliklerini aragtirmiglardir. Arastirmalar sonucunda probiyotik bakterilerin
depolama boyunca yiiksek canlilik (10° kob/g iizerinde) gosterdigini kanitlamislardir.
Boylelikle, laktoz igermeyen probiyotik iiriinlerin 6zellikle laktoz intoleransi olan
bireyler icin endiistriyel uygulamada biiyiik bir potansiyele sahip olabilecegi

gosterilmistir (Pinto ve ark., 2019; Pereira ve ark., 2020).

2.3.2. Probiyotik mikroorganizmalar

Probiyotik mikroorganizmalar laktik asit bakterileri (LAB), Bifidobacterium, Bacillus ve
mayalar olmak iizere dort gruptan olusur. LAB, en erken kesfedilen probiyotik gruptur
(Vinicius ve ark., 2018). Lactobacillus (L. acidophilus, L. plantarum, L. fermentum L.
casei, L. paracasei, L. satsumensis, L. reuteri, L.rhamnosusve L. johnsonii), insan

ve hayvan gastrointestinal ve sindirim sistemlerinde bulunan baskin LAB grubudur.
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Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus ve Leuconostoc cinslerine ait
bazi tiirler ve/veya kultlrler probiyotik etkisi kanitlanmig diger LAB’dir. LAB, glukoz,
fruktoz, galaktoz ve laktoz gibi ¢esitli karbon kaynaklarindan laktik asit ve diger
metabolitleri Uretmektedir. LAB, glukoz metabolizmasina gore homofermantatif ve
heterofermantatif olarak ikiye ayrilirlar. Homofermantatif LAB, Embden-Meyerhof-
Parnas (EMP) metabolik yolu ile sadece laktik asit Uretebilirken, heterofermantatif LAB
Pentoz Monofosfat metabolik yolu ile laktik asit ile birlikte CO, etanol ve asetik asit
iretebilmektedir. Ayn1 zamanda LAB, gidanin raf omriinii ve kalitesini arttiran ikincil
metabolitler (ekzopolisakkarit, enzim ve bakteriyosin gibi) de tretebilmektedir (Vinicius
ve ark., 2018).

Bifidobacterium heterofermantatif, hareketsiz, katalaz-negatif ve anerobik bakterilerdir
ve ayrica glukoz, galaktoz, laktoz ve fruktozu metabolize edebilmektedir. B. adolescentis,
B. bifidum, B. animalis B. longum ve B. breve, ¢esitli probiyotik etkilere sahiptir ve
yogurt, siit, peynir ve diger siit tirlinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Vinicius ve
ark., 2018).

Bacillus tirleri (B. clausii ve B. subtilis gibi) gida ve ila¢ endiistrisinde probiyotik olarak
da kullanilmaktadir. Bu Gram-pozitif, aerobik bakteri grubunun temel 6zelligi, uzun raf
Omri boyunca canliligini korumasini saglayan endosporlar1 Gretmesidir (Vinicius ve ark.,
2018).

Mayalar, bitkiler, havadaki partikiller, gida iiriinleri ve insanlarin gastrointestinal
sistemleri de dahil olmak iizere dogal ortamlarda yaygin olarak bulunan bilyuk ve
heterojen bir 6karyotik mikroorganizma grubunu olustururlar. Ayrica antibiyotiklere
kars1 duyarl degildirler ve endiistriyel islem kosullarii (yani liyofilizasyon ve yiiksek
sicakliklar) iyi tolere edebilmektedirler. Avrupa Gida Giivenligi Otoritesine (EFSA) gore
Saccharomyces boulardii, Nitelikli Giivenlik Varsayimi1 (QPS) statiisiine sahiptir ve

cogunlukla probiyotik olarak kullanilmaktadir (Vinicius ve ark., 2018).
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2.3.3. Probiyotik peynir

Peynirlerde probiyotik gelisimi ile ilgili yapilan birgok ¢alisma mevcuttur ve bu
caligmalar peynirin probiyotikler i¢in iyi bir tasiyict ortam oldugunu gostermistir (Ong
ve Shah, 2009; Karimi, Mortazavian ve Da Cruz, 2011; Shori, 2015; Rolim ve ark., 2020).
Cizelge 2.3.”de farkli peynirlerde uygulanan probiyotik suslar listelenmistir.

Cizelge 2.3. Farkli peynir ¢esitlerinde uygulanan probiyotik suslar

Peynir cesidi Uygulanan probiyotik sus Referans

Bifidobacterium longum 1941, (Ong ve Shah, 2009)
Cheddar peyniri  Bifidobacterium  animalis  subsp.  lactis

LAFTI_B94 (B94),

Lacticaseibacillus casei 279,

L. casei LAFTI_L26 (L26),

Lb. acidophilus LAFTI_L10 (L10) Lactobacillus

acidophilus 4962,

Cheddar peyniri  Bifidobacterium infantis ATCC 27920G (Daigle ve ark., 1999)
Cheddar peyniri L. casei N87, (Reale ve ark., 2016)
L. casei N2014
Beyaz peynir L. acidophilus 593N (Kasimoglu, Gonciioglu
ve Akgun, 2004)
Krem peynir L. rhamnosus (Ningtyas ve ark., 2019)
Slizme peynir Lactobacillus acidophilus, (Moghari ve ark., 2015;
Bifidobacterium lactis Jesus ve ark., 2016)
Minas Frescal Lactobacillus acidophilus (Gomes ve ark., 2011)
peyniri
Pasta Filata L. rhamnosus GG, (Cuffia ve ark., 2019)
peyniri L. acidophilus LA5
Koyun peyniri Lactobacillus acidophilus (La-5), (Albenzio ve ark., 2010)

Bifidobacterium lactis (BB-12),
Bifidobacterium longum (BB-46)

Probiyotik mikroorganizmalarin canliligini, depolama kosullarinin yani1 sira gida
matrisinin de (pH, yag ve nem igerigi vb.) etkiledigini belirten bir¢cok ¢alisma mevcuttur

(Ningtyas ve ark., 2019). Peynirler, diger fermente siit iiriinlerine kiyasla gérece daha
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yuksek pH’a, daha kati1 bir kivama, daha yiiksek yag icerigine, daha ylksek tamponlama
kapasitesine ve daha diisiik oksijen seviyesine sahiptir; boylece depolama sirasinda ve
gastroinstestinal ~ sistemde  probiyotik  organizmalara daha fazla koruma
saglayabilmektedirler (Kasimoglu, Gonciioglu ve Akgin, 2004; Ong ve Shah, 2009;
Karimi, Mortazavian ve Da Cruz, 2011; Jesus ve ark., 2016; Rolim ve ark., 2020).
Ornegin; 5 gram peynir mide 6z suyu pH’sin1 2°den 4.74’e yiikseltirken, 5 gram yogurt
3.65’e ¢ikarabilmektedir (Karimi, Mortazavian ve Da Cruz, 2011). Bu sebeple, peynir
probiyotikler icin uygun bir tasiyici ortamdir (Kasimoglu, Gonciioglu ve Akgin, 2004;
Ong ve Shah, 2009; Karimi, Mortazavian ve Da Cruz, 2011).

Probiyotik peynir iiretiminin 6n kosulu, kiiltiirlerin uzun olgunlagma siirelerinde hayatta
kalmasidir, bu da probiyotik peynir Uretiminde probiyotik kilttrleri secerken dikkate
alinmasi gereken bir faktordiir (Karimi, Mortazavian ve Da Cruz, 2011; Sendra ve ark.,
2016). Bu sebeple probiyotik mikroorganizmalar ya olgunlasma ile gelisebilme
yetenegine sahip olmali ya da peynir iiretimi esnasinda yiiksek miktarda inokiile
edilmelidir (Sendra ve ark., 2016). Probiyotik mikroorganizmalarin tiiketiciye faydali bir
etki gosterebilmesi i¢in gidanin son kullanma tarihine kadar canliligim1 korumasi ve
urinun duyusal o6zelliklerini olumsuz yonde etkilememesi gerekmektedir (Karimi,
Mortazavian ve Da Cruz, 2011). Peynirlerde probiyotik mikroorganizmalarin canliligini

etkileyen faktorler Sekil 2.4’te 6zetlenerek verismistir.

UF peynir iiretiminde peynir alt1 suyu diger peynirlerin aksine uzaklastirilmamakta, bu
durum retentantda probiyotik mikroorganizma kaybi olmasini1 engellemektedir. Boylece,
peynirdeki probiyotik bakteri sayis1 kontrol edilebilmektedir (Moghari ve ark., 2015).
Moghari ve ark. (2015) probiyotik Lactabacillus acidophilus La-5 ve Bifidobacterium
lactis BB12’nin UF Feta peynirinin fizikokimyasal, proteoliz ve duyusal 6zelliklerine
olan etkisini incelemislerdir. Probiyotiklerin 60 giinliik depolama siiresince yiiksek

canlilik aktivitesi (>10° kob/g) gosterdiklerini belirtmislerdir.
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Bilesimsel faktorler Starter ozellikleri

* pHve asitlik * Sugsegimi Olgunlasma ve depolama

* Molekileroksijen * Probiyotik faktorleri

+ Tuzve seker mikroorganizmalarin  « Depolama ve olgunlasma
+ Gida katki maddeleri hazirlanmasi boyunca meydana gelen

+« Nem igerigi
+ Besinsel deger

reaksiyonlar(glikoliz, lipoliz,
proteoliz, CLA (iretimi, yag

+ Blyume destekleyicileriye Peynirde asidiigerigi)
inhibitdrler probiyotik * Olgunlagmave depolama
*+ GOzlinmis oksijen mik. canlihgini sicakhig
+ Mikroenkapsiilasyon etkileyen
faktorler
Digsal liretim faktorleri Paketleme
¢ Isil islem slreleri ve sogutma . Materyaltipi
prosedi]ri] «  Kalinlig
+ Inkibasyonve depolama « Oksijen coziiniirli
sicakligi

« Aktif paketleme

* inkiib tipi tod
nikubasyon tipl ve metodu * Paketleme kosullar

* Sogutma orani

Sekil 2.4. Peynirde probiyotik mikroorganizmalarin canliligini etkileyen faktorler

(Karimi, Mortazavian ve Da Cruz, 2011).

2.4. Peynirin Olgunlagsma Ozellikleri

Peynir tretiminde olgunlasma, starter ve yardimci kiiltiirlerin metabolik akisi ile
biyokimyasal ve mikrobiyolojik olaylarin birgogunu olusturan 6nemli bir teknolojik
srectir. Peynirin lezzet ve doku karakteristikleri olgunlasma ile gelismektedir (Khattab
ve ark., 2019). Peynir olgunlagsmasimnin biyokimyasmi {i¢ ana metabolik yol

olusturmaktadir (Fox ve ark., 2017a).

1- Kalint1 laktoz, laktat ve sitrat metabolizmasi
2- Lipoliz ve yag asidi metabolizmasi

3- Proteoliz ve aminoasit katabolizmasi

2.4.1. Kalint1 laktat, laktoz ve sitrat metabolizmasi

Cogu memeli tlrinln sutiindeki ana karbonhidrat olan laktoz, glukoz ve galaktozun [-
1,4 glikozidik bagi ile baglanmasi ile olusan bir disakkarittir. Sigir, manda, koyun ve kegi
stitiindeki laktoz konsantrasyonu sirasiyla %4.8, 4.8, 4.6 ve 4.1°dir (Fox, 2009). Laktozun
stitte iki onemli fonksiyonu vardir; yeni dogan canli i¢in hazir enerji kaynagidir ve sttln

ozmotik basincinin %50’sinden sorumludur. Laktoz, laktik asit Ureten laktik asit
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bakterileri (LAB) icin iyi bir karbon kaynagi oldugu i¢in fermente st urunlerinin
uretiminde énemli bir yere sahiptir. Laktoz; etanol, laktik, asetik ve propiyonik asitlerin
oldugu gesitli fermantasyon tirtinlerinin liretimi i¢in substrat gérevi gérmektedir (Fox,
2009). Peynirler, fermente sut drtnleridir ve peynir Gretiminde laktozun laktata
metabolize edilmesi 6nemlidir (McSweeney, 2004). Fermente stt ve peynir Gretimi
sirasinda, starter bakteriler laktozu (esas olarak L) laktik aside fermente etmektedirler
(Cadwallader ve Singh, 2009).

Stte bulunan toplam laktozun %95-98’i, peynir Uretiminde laktoz ve/veya laktat seklinde
peynir alti suyu ile kaybolmasina ragmen, liretim sonunda peynir pihtist %0.8-1.5
oraninda laktoz icermektedir (McSweeney, 2004; Cadwallader ve Singh, 2009). Kalan
laktoz siiziilme isleminden kisa bir siire sonra farkli metabolik yollar ile laktata
metabolize edilmektedir. Laktozun metabolize oldugu metabolik yol, starter kiiltiirlerin

¢esidine baglidir (McSweeney, 2004).

Laktik asit bakterileri homofermantatif ve heterofermantatif olarak ikiye ayrilmaktadirlar.
Homofermantatif LAB, EMP metabolik yolu ile laktozu yalnizca laktik aside metabolize
ederken, heterofermantatif LAB laktozu metabolize ederken laktik asit yaninda aroma ve
gaz olusumunda sorumlu bir¢cok bilesen tretmektedir. Laktoz yikiminin aktif
biyokimyasal yollarindaki iki ayirt edici 6zellik galaktozun pargalanmasi ve olusan laktik
asidin mutarotasyonudur (Hettinga, 2019). Starter ve starter olmayan LAB, taze
peynirlerde 1 ay iginde kalint1 laktozu metabolize etsede, peynir cok az miktarda laktoz
icermektedir. Olgunlagsmanin ilk asamalarinda laktat aroma gelisimine katkida
bulunmaktadir. Ancak, asidifikasyonun aroma gelisimi tizerindeki ana etkisi dolaylidir.
ClnkU pihtinin tamponlama kapasitesi ile pH’s1 etkilenir, boylece ikincil mikroflora

gelisir ve olgunlagsma enzimleri aktif hale gelir (McSweeney, 2004).

Laktat, peynir olgunlagsmasina olumlu veya olumsuz katkida bulunan bir dizi reaksiyon
icin O6nemli bir substrattir (McSweeney ve Fox, 2004). Asagida bu reaksiyonlar

stralanmustir.
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1- Birgok peynirde D-laktat, L-laktata starter olmayan laktik asit bakterileri
tarafindan rasemize edilmektedir. L-laktatin rasemizasyonu aroma agisindan
onemli degilken, D-laktat bebeklerde istenmeyen beslenme sonuglarina neden
olabilmektedir. Kalsiyum D-laktat kalsiyum L-laktata oranla daha az ¢ozunir ve
peynir yiizeyinde (Ozellikle kesilmis yiizeylerde) kristallegsebilmektedir.
Tiiketiciler kristallesmeyi bozulma olarak algilayabilmektedir. Bu sebeple
genellikle kristal olusumu olumsuz kabul edilmektedir (Cadwallader ve Singh,
2009).

2- Isvicre tipi peynirlerde laktat, karakteristik aroma ve gozenek olusumu igin
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii tarafindan katabolize
edilmektedir.

3- Yiizey kiiflii olgunlagmis peynirlerde laktat, tekstiir gelisimi i¢in 6nemli olan CO>
ve H2O’ya Penicillium camemberti tarafindan katabolize edilmektedir.

4- Laktat, starter olmayan laktik asit bakterilerinin bazi iiyeleri tarafindan (6rn;
Pediococcus) asetat ve CO.'ye metabolize edilebilmekte, ancak bu oksidatif yol,
diisiik oksidasyon-rediiksiyon (redoks) potansiyeli (yaklasik -250 mV) nedeniyle
peynirde nispeten diisiiktiir ve O2'nin mevcudiyeti ile simnirlidir (McSweeney,
2004).

5- Laktat, anaerobik kosullarda Clostridium tyrobutyricum tarafindan metabolize

edilebilmekte ve ge¢ gaz olusumu olarak adlandirilan kusuru olusturmaktadir.

2.4.1.1. Sitrat metabolizmasi

Sig1r siitli nispeten diisiik seviyelerde (yaklasik olarak 8 mM) sitrat icermektedir. Sitratin
%901 siitte ¢oziiniir olarak bulunmakta ve ¢ogu peynir alt1 suyu ile kaybedilmektedir.
Ancak, peynirin sulu fazindaki sitrat konsantrasyonu (muhtemelen kolloidal sitrat
konsantrasyonunu) peynir alt1 suyununkinden yaklasik olarak 3 kat daha fazladir. Sitrat,
sitrat-pozitif laktokoklar ve Leuconostoc spp. tarafindan CO2 ve diasetile metabolize
edilebilmektedir (Cadwallader ve Singh, 2009). Sitrat metabolizmasindan iiretilen baslica
tat-koku bilesikleri asetat, diasetil (2,3-butandion), asetoin (3-hidroksi-2-bltanon) ve 2,3-
butandioldir. Genellikle asetoin, diasetile oranla ¢cok daha yiiksek konsantrasyonlarda
(diasetilden 10-50 kat daha yuksek) uretilmektedir (Cadwallader ve Singh, 2009). Sitrat
metabolizmasinda CO; Uretimi, Hollanda tipi peynirlerde gdzenek olusumundan sorumlu

iken, diasetil ve asetat retimi Hollanda tipi ve Cheddar peynirinde aroma olusumundan
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sorumludur (Cadwallader ve Singh, 2009). Cheddar peynirinde sitratin yavasca
metabolize edilmesi sonucu olusan CO2 peynirin tekstirini olumsuz yonde
etkilemektedir (McSweeney, 2011). 2,3-Biitandiol karakteristik meyvemsi bir aromaya
sahiptir (Kilcawley ve O’Sullivan, 2018). Diasetil, kuark ve stizme peynir gibi peynir
cesitlerinde O6nemli bir ugucu bilesiktir (McSweeney ve Fox, 2004; Kilcawley ve
O’Sullivan, 2018).

2.4.2. Lipoliz

Sigir, kegi, koyun ve manda siitiiniin ortalama yag igerikleri Sirasiyla 3.5, 3.5, 6.5 ve 7
0/L seklindedir. Siitiin lipit i¢erigi bir tiir iginde, cins, bireysellik, laktasyon asamasi, yas,
hayvan sagligi, beslenme durumu, sagim arasindaki aralik vb. nedenlerden dolay1
cesitlilik gostermektedir. Sutteki lipitlerin ~%98'ini trigliseritler (triacilgliseroller)
oOlustururken, %2'lik kismini digliseritler, monogliseritler, yag asitleri, fosfolipitler,
steroller (esas olarak kolesterol) ve eser miktarda yagda ¢oziinen vitaminler (A, D, E ve

K) olusturmaktadir (Fox, Guinee, Cogan ve McSweeney, 2017).

Lipoliz peynir olgunlasmasinda onemli biyokimyasal olaylardan biridir ve peynirin
besinsel ve duyusal dzelliklerinde dnemli rol oynamaktadir. Lipoliz sert Italyan ve Blue
peynirlerinde yogun bir sekilde gergeklesirken, Cheddar ve Gouda gibi peynirlerde
olgunlagsma ile orta seviyede ger¢eklesmektedir (Collins, McSweeney ve Wilkinson,
2003). Peynir yuksek miktarda yag iceren bir gidadir ve asit ile pihtilastirilan peynirler
%12’ye kadar yag igerirken; genellikle olgunlastirilan peynirler %20-40 arasinda yag
icermektedir (Singh ve Cadwallader, 2008). Siit yagi peynir olgunlagsmasinda aroma
gelisimi i¢in 6dnemli rol oynamaktadir. Yagsiz siitten ya da siit yaginin diger lipitler ile
degistirildigi siitlerden yapilan peynirlerde olgunlasma ile karakteristik aroma gelisimi
olmadig gesitli ¢alismalar ile gosterilmistir (Collins, McSweeney ve Wilkinson, 2003).
Yiiksek yag icerigine sahip tiim gida tiirleri gibi, peynirde lipolitik ve oksidatif
degisikliklerin olmas1 muhtemeldir (Singh ve Cadwallader, 2008). Ancak, diisiik redoks
potansiyeli (-250 mV) nedeniyle peynirde lipit oksidasyonu 6nemli Olcude

onlenebilmektedir (Collins, McSweeney ve Wilkinson, 2004; McSweeney, 2004).
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Siit yagmin %98'inden fazlasini olusturan trigliseritlerin hidrolizi, yagin temel
biyokimyasal doniisiimiidiir, bu da serbest yag asitleri (SYA), di- ve mono-gliseritler ve
muhtemelen gliserol tretimine yol acar (Singh ve Cadwallader, 2008). Serbest yag asitleri
(SYA'lar), tat-kokuya katkida bulunan gesitli ugucu bilesiklerin 6nemli Onciilleridir
(Collins, McSweeney ve Wilkinson, 2004). Serbest yag asitleri, peynir aromasina katkida
bulunmakta ve 6zellikle Ca ve Ci2,0 arasindaki yag asitleri spesifik tat-kokuya sahiptir
(ransit, keskin, kecimsi, sabunumsu, Hindistan cevizi benzeri) (McSweeney, 2004; Singh
ve Cadwallader, 2008).

Lipotik enzimler lipazlar veya esterazlar olarak siniflandirilabilir. Peynirde

lipaz/esterazlar;

e Siitte dogal olarak bulunan enzimlerden (lipoprotein lipaz (LPL)),

e Pihtilastiricilardan (rennet macunu gibi),

e Peynir mikroflorasindan (starter/starter olmayan LAB ve ek Kkiltirler)
kaynaklanabilmektedir

(Collins, McSweeney ve Wilkinson, 2004; Singh ve Cadwallader, 2008).

Lipoprotein lipaz siitte dogal olarak bulunan bir enzimdir ve sigir siitii 1-2 mg/L lipaz
icermektedir ( Fox, Guinee, Cogan ve McSweeney, 2017a). Lipoprotein lipaz
pastorizasyon normlarinda (78°C, 10 s) inaktif hale gelmektedir. Bu sebeple, LPL
aktivitesi ¢ig siitten yapilan peynirlerde daha 6nemli olmaktadir. Uygun kosullarda (37°C
ve pH 7) siitte belirgin ransit tat olusumuna neden olabilmektedir (McSweeney, 2004).
Ticari rennet lipolitik aktiviteden arindirilmistir. Bununla birlikte, baz1 sert Italyan (6rn.
Pecorino peynirleri, Provolone), Yunan ve Ispanyol peynirleri iiretiminde kullanilan
peynir mayast macunu, giiglii bir lipolizden sorumlu karakteristik bir lipaz, pregastrik
esteraz (PGE) icermektedir (Fox ve ark., 2017a). Lactococcus spp. ve Lactobacillus spp.,
Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium’a kiyasla daha diistik lipolitik aktiviteye
sahiptir. Ancak, pastorize siitten yapilan peynirlerde uzun olgunlasma donemlerinde
lipolitik aktivite laktokok ve laktobasilden kaynaklanmaktadir. Kif ile olgunlastirilmis
peynirlerde lipoliz esas olarak Penicillium roqueforti ya da P. camemberti’ den
kaynaklanmaktadir (Collins, McSweeney ve Wilkinson, 2003).
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2.4.2.1. Yag asidi katabolizmasi

Lipoliz, peynir olgunlagmas sirasinda meydana gelen 6nemli biyokimyasal olaylardan
birisidir. Peynirde lipoliz sonucunda a¢iga ¢ikan kisa ve orta zincirli serbest yag asitleri
peynir aromasina katkida bulunmaktadir. Ayrica, Serbest yag asitleri (SYA) metil
ketonlar, esterler, laktonlar, alkanlar ve ikincil alkoller gibi tat-koku ve aroma
bilesiklerinin iiretimine yol agan bir dizi katabolik reaksiyon igin 6ncil molekuldir
(Collins, McSweeney ve Wilkinson, 2003).

Yag asidi katabolizmasi sonucunda;

v Metil ketonlar,

Esterler,

Sekonder alkoller,

Laktonlar ve

Aldehitler olusmaktadir (Collins, McSweeney ve Wilkinson, 2003).

AN NEENEEN

Yag asidi metabolizmasi lipolitik sistem tarafindan yag asitlerinin serbest kalarak
B-ketoasitlere okside olmasi ve B-ketoasitlerin bir karbonu daha az olan metil
ketonlara dekorboksilasyonu ve daha sonra sekonder alkollere okside olmasi

seklinde Ozetlenebilir ( Fox ve ark., 2017a).

KUfli peynirlerin tat ve aromasindan doymus n-metil ketonlar sorumludur. Metil
ketonlar, kiif lipazlariin (Penicillium roqueforti, Penicillium camemberti ve Geotrichum
candidum) etkisinden dolay1 olusmaktadir (Collins, McSweeney ve Wilkinson, 2003).
Laktonlar, peynirin genel tat-kokusunda énemli olabilecek giclu bir aromaya sahiptir.
Enzimatik olmayan molekil ici transesterifikasyon ile trigliseritlerden serbest birakilarak
ya da lipoliz ile serbest birakilan keto asitlerden ve ardindan hidroksi asitlere indirgenerek
uretilebilmektedirler. Kuflu peynirdeki laktonlarin konsantrasyonu yiksek lipoliz
konsantrasyonundan o6tr Cheddar peynirinden daha yuksektir. Yag asitleri ayrica diisiik
bir lezzet esigine sahip olan ve ayn1 zamanda peynir aromasina katkida bulunan S-metil
tiyoesterler olusturmak i¢in metantiyol (metiyonin katabolizmasi tarafindan iiretilen) ile

reaksiyona girebilirler (Fox ve ark., 2017a).
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2.4.3. Proteoliz

Proteoliz, peynir olgunlagsmasi sirasinda meydana gelen Onemli ve karmasik

biyokimyasal olaylardan birisidir ve ¢ogu peynir ¢esidinde gereklidir (Fox ve ark.,

2017a).

Proteoliz ile,

1. Peynir tekstird;

I.  Protein matriksinin hidrolizi,
il. Peptit baglarmin hidrolizi sonucu serbest kalan yeni karboksilik
asit ve amino gruplari tarafindan su baglanmasindaki degisiklikler

(su aktivitesinde azalma) ve,
iii. Dolayli olarak proteoliz sonucu agiga g¢ikan amino asitlerden
amonyak salinmasinin neden oldugu pH'daki artis yoluyla

gelismektedir.

2. Peynir aromast;

I. Dogrudan kisa zincirli peptit ve aminoasitlerin tretimi,

ii. Dolayli olarak 6nemli ugucu lezzet bilesikleri iireten bir dizi
katabolik reaksiyon icin substrat gdrevi géren amino asitlerin
serbest birakilmasi ve,

iii. Cigneme sirasinda tat-koku bilesiklerinin peynir matrisinden
salimmasini kolaylastirarak gelismektedir (Upadhyay ve ark.,
2004).

Olgunlagma sirasinda peynirdeki proteoliz; proteinazlar ve peptidazlar tarafindan katalize

edilmektedir. Peynirdeki proteolitik enzimler:

Sitten (plazmin, katepsin D, somatik hiicre proteinazlart),

Pihtilagtiricilardan  (kimozin, pepsin, mikrobiyel ve bitkisel kaynakli
proteinazlar),

Starter LAB’den,

Starter olmayan LAB’den,

Ikincil kiiltiirlerden (P. camemberti, P. roqueforti, Propionibacterium spp.,
Brevibacterium lines vb.) ve,

Ekzojen proteinaz ve peptidazlardan kaynaklanabilmektedir (Upadhyay ve ark.,

2004).
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Peynirde kazeinlerin ilk hidrolizi pihtilagtirici enzimler, plazmin ve somatik hucre
proteinazlar1 (6rn., katepsin D) ile gergeklesmektedir. Hidroliz ile blyuk ve orta
biylklikte peptitler olusmaktadir. Kicuk peptitlerin ve amino asitlerin olusumu
mikrobiyel proteinazlar ve peptidazlar araciligi ile olmaktadir (McSweeney, 2004).
Pihtilastirici enzimler kullanilan pihtilagtiricinin tipine (kimozin, pepsin, kif kaynakl
proteinazlar, bitkisel kaynakli proteinazlar) bagli olarak proteolizi etkilemektedir
(Upadhyay ve ark., 2004) ve pihtilastiricilar esas olarak birincil proteolizden, yani suda
veya pH 4.6'da ¢Ozilnir azot olusumundan sorumludur (McSweeney, 2011). Peynir
yapiminda kimozinin temel rolii, k-kazeinin Pheios ve Metios bagini spesifik olarak
hidrolize ederek siitii pihtilastirmaktir (Sousa, Ardd ve McSweeney, 2001). Geleneksel
sigir rennetinde ana proteinaz kimozin (EC 3.4.23.4) (%88-94), geriye kalan proteinaz ise
sigir pepsinidir (EC 3.4.23.1) (Fox ve ark., 2017a).

Sit dogal olarak bir dizi proteinaz (plazmin, katepsin D vb.) icermektedir. Plazmin
(optimum 37°C ve pH 7.5) sutte bulunan 6nemli proteinazlardan biridir ve esas olarak
olgunlasmis peynirlerde B-kazeinin sinirli hidrolizinden sorumludur. B-kazein, v-
kazeinler olarak bilinen polipeptitlere ve sitiin proteoz-pepton fraksiyonuna katkida
bulunan daha kiicuk peptitlere hidrolize olmaktadir. Plazmin, plazminojen, plazminojen
aktivatorleri ve plazmin inhibitorleri sutte bir arada bulunmaktadir. Plazmin sitte
plazminojen formundadir ve plazmin aktivatoérleri ile plazmin formuna doniismektedir.
Plazmin ayrica olgunlasma sirasinda peynirdeki as2-kazeinin hidrolizinden de

sorumludur (McSweeney, 2011).

Peynir Gretiminde yaygin olarak kullanilan starter kiiltiirler, mezofilik Lactococcus ve
Leuconostoc tirleri ile termofilik Lactobacillus tirleri ve Streptococcus thermophilus’tur
(Sousa, Ardd ve McSweeney, 2001). LAB, bircok mikroorganizmaya kiyasla zayif
proteolitik aktiviteye sahip olmasina ragmen siitteki biiylimelerini desteklemek i¢in gesitli
proteolitik sisteme (hiicre dis1 ile ilgili proteinaz (CEP, lactocepin, PrtP), hicre ici
oligopeptidaz (PepO) ve (PepF), en az (i¢ tane genel aminopeptidaz (PepN, PepC, PepG),
glutamil aminopeptidaz (PepA), pirolidon karboksilat peptidaza (PCP), 16sil
aminopeptidaz (PepL), prolildipeptidil aminopeptidaz (PepX), prolin iminopeptidaz
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(Pepl), aminopeptidaz P (PepP), prolinaz (PepR, PepQ), genel dipeptidazlar (PepV,
PepD, PepDA), genel tripeptidaz (PepT) ve ayrica peptit ve aminoasit tasima
sistemlerine) sahiptirler. Bu proteolitik sistemler LAB’nin, az miktarda kisa zincirli peptit
ve aminoasit iceren siitte yiiksek sayilara (10°-10%° kob/mL) ulasmasini saglamak igin
gereklidir (Sousa, Ardd ve McSweeney, 2001). Cheddar ve diger bir¢ok peynirin
olgunlagmasi sirasinda, starter laktokok popilasyonunda azalma meydana gelmekte ve
starter olmayan laktik asit bakterileri baskin bakteri populasyonu haline gelmektedir.
Peptidolitik starter olmayan LAB, peynir tretiminde aroma profilini yonetmek ve aroma

olusumunu hizlandirmak amaciyla kullanilmaktadir (Sousa, Ardd ve McSweeney, 2001).

Bir¢ok peynir gesidi karakteristik degisiklikler Uretmek (yiizey olgunlagsmasi, COp,
propiyonik asit ya da asetat Uretimi vb.) icin ikincil mikroflora igerir. Ikincil
mikroorganizmalar bakteri (Agrococcus, Arthrobacter, Brevibacterium,
Brachybacterium, Corynebacterium, Microbacterium, Propionibacterium,
Staphyloccocus ve Micrococcus spp.), maya (Kluyveromyces marxianus ve
Debaryomyces hansenii) ve kufleri (Geotrichum candidum, P. camemberti ve P.

roqueforti) kapsamaktadir (Fox ve ark., 2017).

2.4.3.1. Aminoasit katabolizmasi

Peynir, sarap, sucuk gibi fermente gidalarda aminoasitlerin metabolize edilmesi aroma
olusumunda 6nemli bir yer tutmaktadir (Ardd, 2006). Aminoasitler peynir aromasina
dogrudan tatli (Gly, Ser, Thr, Ala, Pro), eksi (His, Glu, Asp) veya bitter (Arg, Met, Val,
Leu, Phe, Tyr, lle, Trp) tat vererek katki saglamaktadirlar (McSweeney, 2017).
Olgunlasma ile yar1 sert peynirlerde aminoasit bilesimi degismektedir. Ornegin
olgunlagma siiresince Lactobacillus helveticus eklenen peynirlerde 16sin ve fenilalanin
aminoasitleri diger aminoasitlere nispeten azalma gostermektedir. Bu durum peynir
proteinlerinin bazi kisimlarinin daha kolay hidrolize olmas1 ya da mikroorganizmalarin
basit metabolik aktiviteleri i¢in farkli aminoasitlere ihtiyag duymasindan
kaynaklanmaktadir (Ardd, 2006).
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Aminoasit katabolizmasi1 transaminaz ve eliminasyon reaksiyonlar1 olmak Uzere iki ana
asamada gergeklesmektedir (McSweeney, 2017). Transaminaz reaksiyonlari,
aminotransferaz ile aminoasitlerden amino grubunun uzaklastirilmasini kapsamaktadir.
Amino gruplarinin uzaklastirilmas: ile her aminoasitten spesifik bir o-ketoasit
uretilmektedir. Dall1 zincirli aminositlerden {iretilen a-ketoasitlerin peynirimsi bir tada
sahip oldugu bilinmektedir (Ardd, 2006). Eliminasyon reaksiyonlari a-ketoasitler aldehit,
alkol ve karboksilik asitlere metabolize edilmektedir (Ardd, 2006; McSweeney, 2017).
Eliminasyon reaksiyonlar1 ile baslatilan reaksiyonlar, 06zellikle metiyoninin yan

zincirinden ugucu kukdrtli bilesiklerin tiretiminde 6nemlidir (McSweeney, 2017).

2.5. Peynirde Probiyotik lavesinin Biyokimyasal ve Duyusal Ozelliklerine Etkisi

Uretim velveya depolama boyunca probiyotikler kiltir ve kiltiirlerin metabolik
aktivitesine bagli olarak glikoliz, lipoliz ve proteoliz yolu ile peynirin tadini, aromasini,
tekstiiriini ve duyusal ozelliklerini etkilemektedirler (Moghari ve ark., 2015; Rolim ve
ark., 2020). Probiyotiklerin peynirin duyusal 6zelliklerine olan etkisini Moghari ve ark.
(2015) depolama siiresi boyunca {iretilen aroma bilesikleri ile pozitif yonde
iliskilendirmislerdir. Probiyotik peynir Gretiminde, probiyotik kiltirin konsantrasyonu
peynirin duyusal 6zelliklerini etkilemektedir. Ornegin, Gomes ve ark. (2011) yapmis
olduklar1 bir ¢aligmada Minas peynirine iki farkli konsantrasyonda (%0.8 ve % 0.4 (a/h))
L. acidophilus inokiile etmislerdir. Tuketiciler %0.4 (a/h) oraninda inokiile edilen
probiyotik peyniri tat ve tekstir bakimindan kabul ederken, % 0.8 (a/h) oraninda inokiile
edilen probiyotik peyniri reddetmislerdir (Gomes ve ark., 2011). Boylelikle, yeni bir
probiyotik gida gelistirilirken probiyotiklerin gidanin duyusal 6zelliklerine olan etkisine
dikkat edilmelidir; ¢unku gidanin duyusal 6zellikleri Urtiniin tikketiciler tarafindan kabul

edilebilirligini dogrudan etkilemektedir (Rolim ve ark., 2020).

2.5.1. Glikoliz

Probiyotikler gida matriksindeki laktoz konsantrasyonunu glikoliz ile degistirerek Kiltire
bagli olarak laktik, asetik ve propiyonik asitler gibi farkli organik asitler
uretebilmektedirler (Rolim ve ark., 2020). Albenzio ve ark., (2010) koyun peynirinde 7.

glin sonunda kalint1 laktoz kullanimina bagli olarak laktik asit Gretiminin Lactobacillus
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acidophilus La-5 igeren peynirde kontrol peynirine oranla daha fazla oldugunu
gozlemlemiglerdir. Ayn1 ¢aligmada, 30 giinlik olgunlagsma slresi sonunda
Bifidobacterium iceren peynirdeki laktik asit konsantrasyonu azalirken es zamanli olarak
asetik asit konsantrasyonu artig gostermistir. Bu durum laktik asidin asetik aside
oksidasyonu ya da Bifidobacterium’un metabolizmasi sonucu asetik asit Uretmesi ile
iliskilendirilmistir ~ (Albenzio ve ark.,, 2010). Lactobacillus acidophilus ve
Bifidobacterium animalis iceren probiyotik Minas peynirlerinde asetik asit Uretimi
gozlenmistir. Peynirlerde Uretilen asetik asit Gretimi kiltir konsantrasyonunun artmasina

bagli olarak artis gostermistir (Gomes ve ark., 2011).

Belirgin asidik tat ve kirilgan doku, tiiketiciler tarafindan probiyotik Kalari peynirinin
kabuliiniin azalmasina yol agan temel Ozellikler olarak kabul edilmistir. Probiyotik
peynirlerde glikoliz yolu ile olusan asitler farkli aromalar ile peynirin duyusal
ozelliklerine katki saglamaktadir. Asetik asit keskin sirke tadindan sorumlu iken birgok
fermente gida {riinli i¢in ana aroma kaynagi olan laktik asit ferahlatan eksi tattan
sorumludur. Probiyotik bakterilerin peynirin duyusal ¢zelliklerine olan etkisi g6z éniine
alindiginda, duyusal testler yeni probiyotik iriinlerin gelistirilmesinde Gnemini
korumaktadir (Rolim ve ark., 2020).

2.5.2. Lipoliz

Genelde lipaz olarak adlandirilan bakteriyel lipolitik esterazlar peynirdeki baslica
lipolitik ajanlardan biridir. Probiyotik kdltlrler uzun, orta ve kisa zincirli yag asitleri
tretebilirler. Ornegin, Koyun peynirinde orta ve uzun zincirli yag asitleri varh@
Lactobacillus acidophilus La-5, kisa zincirli yag asitleri varlig1 Bifidobacterium lactis
BB-12, Bifidobacterium longum (BB-46) probiyotik suslarinin = varligi ile
iliskilendirilmistir (Rolim ve ark., 2020). L. casei 01 susu i¢eren Minas peynirinde yiiksek
sayida orta ve uzun zincirli serbest yag asitleri olusmustur. Serbest yag asitleri peynirlerin
onemli aroma bilesenlerindendir ve probiyotik aracili esterazlar peynirdeki aroma
gelisimine katkida bulunabilmektedir (Rolim ve ark., 2020). Rodrigues ve ark., (2012)
Lacticaseibacillus casei-01 ve Bifidobacterium lactis B94 probiyotik suslarinin peynirin
serbest yag asidi profili tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Lacticaseibacillus casei 01

probiyotik susu inokiile edilen simbiyotik peynirlerde kisa zincirli serbest yag asitlerinde
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(Cs:0, Ce0, Cg:o Ve Ci00) Onemli olgiide artis olmustur. Bifidobacterium lactis B94
probiyotik susu inokiile edilen simbiyotik peynirlerde doymamis serbest yag asitlerinde
(CLA, ALA ve GLA) probiyotik Lacticaseibacillus casei 01 susuna oranla daha belirgin
artis oldugunu gozlemlemislerdir (Rodrigues ve ark., 2012).

2.5.3. Proteoliz

Peynirlere probiyotik ilavesi toplam serbest aminoasit igerigini arttirmaktadir ve diisiik
pH, daha fazla proteoliz ve organik asit iiretimine neden olmaktadir (Gomes ve ark.,
2011). Albenzio ve ark., (2010) Lactobacillus acidophilus La-5, Bifidobacterium lactis
BB-12, Bifidobacterium longum BB-46 probiyotik kdltlrlerinin koyun peynirinde
olgunlasma boyunca peynirin biyokimyasal karakteristiklerine olan etkisini
incelemislerdir. Bu probiyotik bakterilerin proteolitik aktivitesine bagli olarak peynirde
serbest aminoasit miktarinda artis olmustur. Asp, Glu, Ala, Tyr ve Phe aminoasitleri
probiyotik peynirlerde 6nemli 6l¢iide daha fazladir. Bifidobacterium iceren probiyotik
peynirlerde Leu, Gly, ve Asn aminoasitleri en yiksek seviyede bulunmaktadir (Albenzio
ve ark., 2010).

2.6. p-galaktosidaz enzimi

B-galaktosidaz (laktaz), oligosakkaritler ve polisakkaritlerdeki B-glikozik baglarmin
hidrolizini katalizleyen bir enzimdir (Lu ve ark., 2020). Laktaz (B-D-galaktosidaz; p-D-
galaktozid galaktohidrolaz, E.C.3.2.1.23) dogada yaygin olarak bulunmaktadir ve bitkiler
(badem, seftali, kayisi, elma), hayvan organlari, bakteriler ve mantarlar gibi farkli
kaynaklardan izole edilebilmektedir. Ilk olarak 1950'de siit driinlerinde uygulanmasi

onerilmistir (Harju, Kallioinen ve Tossavainen, 2012).

Gunumuzde B-galaktosidaz, gida endustrisinde kullanilan 6nemli enzimlerden birisidir
(Harju, Kallioinen ve Tossavainen, 2012). Laktoz, B-galaktosidaz enzimi varliginda
glukoz ve galaktoza hidrolize olmaktadir. Bu 6zellik, bir¢ok gida endiistrisinde laktozu
parcalamak, siit ve siit triinlerinin sindirilebilirligini, tatliligini, ¢Oziiniirligini ve

lezzetini iyilestirmek i¢in kullanilmigtir (Lu ve ark., 2020).
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B—galaktosidaz
Laktoz — > Glukoz + Galaktoz

Diinya popiilasyonlarinin ¢ogu c¢ocukluktan sonra ince bagirsakta [-galaktosidaz
aktivitelerinin bir kismimmi kaybeder (Harju, Kallioinen ve Tossavainen, 2012). Siit
tirtinlerinde laktozun azaltilmasi, diinya niifusunun yarisindan fazlasinda yaygin olan
laktoz intoleransi semptomlarinin hafifletilmesine yardimer olmaktadir (Lu ve ark.,
2020). Laktoz intoleransindan muztarip insanlarin ihtiyaglarin1 karsilamak igin son
yillarda laktozsuz taze siit {irtinleri iiretmeye yonelik yeni teknolojiler gelistirilmistir

(Harju, Kallioinen ve Tossavainen, 2012).

Diisiik laktozlu gidalara olan talep giin gectik¢e artmaktadir. Bu ¢alismada kapsaminda;
laktoz intoleransi bireyler i¢in diisiik laktozlu probiyotik UF beyaz peynir Uretilmesi ve
bu peynirlerin raf dmri boyunca mikrobiyoloik, fiziksel, biyokimyasal ve duyusal

ozelliklerinin arastirilmast amaglanmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

Peynir iiretimi Bah¢ivan Gida San. ve Tic. A.S’de yapilmistir ve peynir iiretimi igin
gerekli hammaddeler ve ekipmanlar ayni sekilde Bahgivan Gida San. Ve Tic. A.S’den
temin edilmistir. Disiik laktozlu probiyotik UF beyaz peynir iiretimi esnasinda laktoz
hidrolizi B-galaktosidaz enzimi (Ha-Lactase 5200 IMCU 5200, Chr. Hansen) ile
gerceklestirilmis ve Uretimde kullanilan starter kiiltiire (Lactococcus lactis, Sacco MWO
032) ek kultir olarak 3 farkli probiyotik kultlrden biri ilave edilmistir. Calismada
probiyotik  kultir olarak Lactobacillus acidophilus LA-5® (Chr. Hansen),
Bifidobacterium bifidum BB-12® (Chr. Hansen) ve Lacticaseibacillus casei 431® (Chr.
Hansen) kullanilmistir. Bu c¢alismada starter ve probiyotik ek kiiltiirler UF retentant da

107 cfu/g olacak miktarda inokiile edilmistir.

Asagida diisiik laktozlu UF peynir iiretim agamasi 6zetlenmistir.

e (ig siitiin kalite kontroll

e On islemler (klarifikasyon, standardizasyon, vb.)

e S(tin pastorizasyonu (72-74 °C, 15 s)

e Ultrafiltrasyon islemi (50-55 °C , 30-32 retentant briks)

e Homojenizasyon (100 bar 50-55 °C)

e Pastdrizasyon (80-82 °C, 20-30 s)

e [-galaktosidaz enzimi ilavesi (%0.15)

e Inokiilasyon sicakligina sogutma (30-33 °C)

e Starter kiltlr ve probiyotik kultir ilavesi

e Pihtilastirici enzim (Marzyme 55, Danisco, 800 IMCU) ilavesi (20 dk’da
pihtilastirma islemi gergeklestirecek miktarda)

e Peynir kalibina doldurma

e Inkiibasyon tiinelinde pihtilasma (20 dk, 30-35 °C)

e %?2 tuz ilavesi

e Hermetik paketleme

e Inkiibasyon (31-32 °C, 12-18 saat, son pH 4.7-4.8 olana kadar)

e Depolama (6-8 °C)
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Cizelge 3.1’de ¢alismada kullanilan peynir 6rnekleri ve kodlart verilmistir. Calismada
laktozlu ve diisiik laktozlu olmak Uzere iki tane kontrol 6rnegi kullanilmistir. Kontrol
orneklerine probiyotik kultir ilavesi olmamustir. Laktozlu UF peynire iiretim asamasinda
B-galaktosidaz enzimi ilave edilmemistir. Peynir Gretimleri 2 tekrarli olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Cizelge 3.2’de iiretimde kullanilan retantantin kimyasal analiz

sonuglar1 verilmistir (Bahgivan firmasinda Foss cihazi ile yapilmis 6l¢lim sonuglari).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan diisiik laktozlu probiyotik peynir 6rnekleri ve kodlar

Peynir érnegi: Ornek Kodu
UF peynir K1
Diisiik laktozlu UF peynir K2
Diistik laktozlu probiyotik UF peynir (Lactobacillus LA

acidophilus LA-5)
Diisiik laktozlu probiyotik UF peynir LC
(Lacticaseibacillus s casei 431)

Diistik laktozlu probiyotik UF peynir (Bifidobacterium BB
bifidum BB-12)

Cizelge 3.2 Uretimde kullanilan UF retantant kimyasal analiz degerleri

Bilesim Miktar
Kuru madde %32.2
Yag %14.2
Protein %11.5
Laktoz %5.4

Yagsiz kuru madde %17.9
pH 6.60
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3.2 Metot
3.2.1. Mikrobiyolojik analizler

Olgunlagsmanin 7., 30., 60. ve 90. giinlerinde her bir peynir 6rnegi igin rastgele 6rnekleme
yapilmis ve ilgili analizlerde kullanilmistir. Analiz icin aseptik kosullarda steril
stomacher posetlerine 10 g peynir 6rnegi alinmistir ve izerlerine 90 mL steril trisodyum
sitrat soliisyonu (2 g/100 mL) ilave edilmistir. Stomacherda (Stomacher 400, Seward
Laboratory, London, UK) 1-2 dakika homojenizasyon islemi uygulanmistir. Elde edilen
homojenizatin steril tuz c¢ozeltisi (%0.85, a/h) kullanilarak uygun dilisyonlar
hazirlanmistir (Bulat, 2017).

3.2.1.1. Laktakok sayimi

Starter laktokok saymmi icin M17 agar (Merck) besiyeri kullanilmistir. Inokiilasyon
dokme plak yontemi ile gergeklestirilmis ve inokilasyon yapilan besiyerleri 30 °C’de 72
saat inkiibe edilmistir (Bulat, 2017; Bulat ve Topcu, 2019). inkiibasyon sonunda 30 ile
300 arasinda koloni igeren kiiltiirlerin sayimi gerceklestirilmis ve peynirlerin igerdigi

canli starter laktokok sayisi kob/g olarak verilmistir.

3.2.1.2. Laktobasil sayim

Laktobasil sayimi igin Rogosa agar (Merck) besiyeri kullanilmistir. Inokiilasyon ¢ift katli
dokme plak yontemi ile gerceklestirilmistir. Inokiilasyonu takiben besiyerleri 37°C’de 60
saat anerobik ortamda inkiibe edilmistir (Bulat, 2017; Bulat ve Topcu, 2021). Inkiibasyon
sonunda 30 ile 300 arasinda koloni igeren kiiltiirlerin saymmi gergeklestirilmis ve

peynirlerin igerdigi canli laktobasil sayisi kob/g olarak verilmistir.

3.2.1.3. Bifidobakterilerin saymm

Bifidobakterilerin sayimi i¢in MRS agar (Merck) besiyeri kullanilmistir. Inokiilasyon cift
kathi dokme plak yontemi ile gerceklestirilmistir. Bifidobakterilerin MRS agarda
canliliklarin1 koruyabilmeleri amaciyla MRS agar besiyerinde bazi modifikasyonlar

yapilmistir. MRS besiyerine %0.05 cys-HCI ilave edilmistir. Inokiilasyonu takiben
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besiyerleri 37°C’ de 60 saat inkiibe edilmistir (Vinderola ve Reinheimer, 1999; Casteele
ve ark., 2006; Karimi, Mortazavian ve Amiri-Rigi, 2012). inkiibasyon sonunda 30 ile 300
arasinda koloni igeren kiiltiirlerin sayimi gergeklestirilmis ve peynirlerin igerdigi canli

Bifidobacterium sayis1 kob/g olarak verilmistir.

3.2.2. Verim
Peynir numuneleri i¢in verim hesaplamalari agagidaki denkleme gore hesaplanmigtir

Verim (06) — m (peynir) 100
erim U0) = (retentant) + m (starter miks) + m (tuz) g

m(peynir) = Peynir kitlesi, g; m(peynir)= Kullanilan dolum retentant Kdtlesi, g

m(starter miks)= retentanta eklenen starter miks miktari, g; (tuz)= eklenen tuz miktart, g;

3.2.3. Fizikokimyasal ve kimyasal analizler

3.2.3.1. Kuru madde analizleri

7, 30, 60, 90. giinde, her bir peynir 6rnegi i¢in érnekleme yapilmis olup 2 tekrarl olacak
sekilde analiz yapilmistir. Kuru madde, yaklasik 5 saat boyunca 103°C’de firin kurutma
yontemiyle belirlenmistir (IDF, 1982).

3.2.3.2. pH

Olgtimler icin kombine cam elektrotlu bir dijital pH metre (Radiometer Analytical,
Fransa) kullanilmistir. Elektrot dogrudan tamamen ezilmis ve homojen hale gelen peynir

kitlesine daldirilmistir ve sabit bir degere ulasildiktan sonra pH degeri okunmustur.

3.2.3.3. Yag analizi

Yag analizi sonuglari, Gerber yontemi ile Van Gulik butirometresi kullanilarak

belirlenmistir (Ardd ve Polychroniadou, 1999).
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3.2.3.4. Tuz

Peynir drneklerinin tuz miktar1 0.1 N AgNOs potansiyometrik titrasyon ile belirlenmistir
(Fox, 1963).

3.2.3.5. Protein analizleri

IDF metoduna gore Kjeldahl yontemi ile toplam azotlu maddeler tayini yapilmistir. Elde

edilen % toplam azotlu madde degeri 6.38 faktorii ile ¢arpilarak % protein degeri
hesaplanmistir (IDF, 1993).

3.2.4. Proteolizin degerlendirilmesi

3.2.4.1. pH 4.4’te ¢6zunur ve ¢coziinmeyen fraksiyon ekstraksiyonu

Kuchroo ve Fox, (1982)’a gore bazi modifikasyonlar yapilarak pH 4.4’te ¢6zunur ve pH
4.4’te ¢oziinmeyen fraksiyon ekstraksiyonu yapilmistir. Ezilerek homojen hale gelen
peynir 6rneginden 7 g alinmustir ve Gzerine 35 mL oda sicakliginda deiyonize su ilave
edilmistir. Bu karisima 1 dakika stire ile 20000 rpm’de homojenizasyon (Heidolph Silent
Crusher M, Germany) islemi uygulanmistir. Homojenizatlarin pH’s1 4.4’e 2 N HCI veya
2 N NaOH kullanilarak getirilmistir. Daha sonra homojenizatlara 40 °C’de 1 saat
inkiibasyon iselmi uygulanmistir. Ardindan 5000 g’de 4-6 °C’de 30 dakika slreyle
santrifiij edilmistir. Yag faz1 uzaklastirildiktan sonra Whatman No:113 filtre kagidi ile
filtrasyon yapilmaistir.

pH 4.4’te ¢6zinur fraksiyon;

e pH 4.4’te suda ¢oziindr azot tayini (SCA)
e %12’lik TCA’da ¢6zunur azot tayini (%12 TCA’da CA),
e Toplam serbest aminoasit tayini

e RP-HPLC ile peptit profili analizi i¢in ayrilmistir.
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Analiz anina kadar peynir ornekleri -20 °C’de depolanmistir. pH 4.4’te ¢Oziinmeyen
fraksiyon ise liyofilize edilerek Ure-poliakrilamid jel elektroforezi (lre-PAGE)

hazirlanmistir (Bulat ve Topcu, 2019)

3.2.4.2. pH 4.4’te suda ¢ozunur azot tayini (SCA)

Kjeldahl yontemi ile pH 4.4°te suda ¢6zunir fraksiyonunun azotlu madde tayini Ardo ve
Polychroniadou (1999)’a gore yapilmistir. Suda ¢Ozunur fraksiyonunun ¢ozindr azotlu
(pH 4.4’te CA bazinda) maddeler bazinda olgunlasma indeksi asagidaki formiil ile
hesaplanmistir (Bulat ve Topcu, 2019).

Olguni ndeksi (pH 4.4'te CA bazinda) = PIF4 ¢4 100
gunlasma indeksi (pH 4.4'te CA bazinda _ToplamAzotx

3.2.4.3. %12’lik TCA’da ¢0zunur azot tayini

pH 4.4’te ¢cozunur fraksiyon ile %24°1tk TCA (trikloroasetik asit (Merck)) c¢ozeltisi 1:1
oraninda karistirilmis ve 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra 25 °C’de
10000 g’de 5 dakika santriflij edilmis ve Whatman No: 1 filtre kagidi kullanilarak filtre
edilmistir. Elde edilen silipernatanta Kjeldahl yontemi ile azotlu madde tayini yapilmistir
(Ardd ve Polychroniadou, 1999). %12’lik ¢6ziiniir azotlu maddeler bazinda olgunlasma
indeksi asagidaki formiil ile hesaplanmistir (Bulat ve Topcu, 2019).

_ _ %12 TCA'da CA
Olgunlasma indeksi (%12 TCA'da CA bazinda) = Toplam Azot x100

3.2.4.4. Toplam serbest aminoasit tayini

Peynir  orneklerinde toplam serbest aminoasit miktari1  belirlemek igin
trinitrobenzensilfonik asit (TNBS) yontemi Ard6é ve Polychroniadou, (1999)’a gore
kullanilmistir. Olgiimler Thermo Scientific Evolution 201 UV-Visible Spektrofotometre
(Shanhghai, China) ile gergeklestirilmistir. Kalibrasyon egrisini olusturmak igin 0.05-
0.50 mM araliginda 16sin (Leu) kullanilmistir. Sonuclar mg Leu/g peynir olarak ifade

edilmistir.
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3.2.4.5. RP-HPLC ile peptit profilinin belirlenmesi

pH 4.4’te suda ¢Ozunur fraksiyon % 0.2 TFA igeren deiyonize su ile 1:1 oraninda
karistirilmistir. Ardindan, 20000 g’de, 25 °C’de 15 dakika siireyle santrifiijlenmistir.
Sipernatant 0.45 um filtreden suziilerek HPLC vialine aktarilmis ve analize alinmistir.
Bu analiz i¢cin ThermoFinnigan SpectraSystem HPLC sistemi (ThermoFinnigan Inc., CA,

USA) kullanilmistir. Cizelge 3.3’te kullanilan sistemin 6zellikleri verilmistir.

Cizelge 3.3. RP-HPLC analizi i¢in kullanilan sistemin 6zellikleri

Sampler: AS3000 model oto &rnekleyici (otosampler) (6rnek enjeksiyon
miktar1 100 pL, kolon sicakligi 30°C)

Degazer: SCM 1000

Pompa: P4000 gradient pompa

Dedektor: UV6000LP DAD

Kromatografik ayirim, Phenomenex jupiter C18 (250x4.6 mm, 5um, 300 A°
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) RP-HPLC kolonu kullanilarak gergeklestirilmistir.
Mobil faz A olarak, % 0.1 TFA igeren deiyonize su ve mobil faz B olarak, % 0.1 TFA
iceren far UV grade asetonitril (Merck) kullanilmistir Olgiimler 214 ve 280 nm’de
yapilmigtir. Verilerin degerlendirilmesinde ChromQuest 5.0 yazilimi kullanilmistir.

Ellsyon gradient olarak gergeklestirilmistir (Bulat ve Topcu, 2019).

3.2.4.6. Ure-poliakrilamid jel elektroforezi (Ure-PAGE)

Olgunlagsma siirecinde starter kiiltiir ve farkli probiyotik ek kiiltiir uygulamasi sonucu
peynirlerde olusan proteoliz diizeylerinin elektroforetik olarak saptanmasinda Andrews
(1983), Shalabi ve Fox, (1987) ve Bulat ve Topcu, (2019) tarafindan gelistirilen

elektroforez yontemi kullanilmistir.

Liyofilizasyon islemi ile kurutulmus pH 4.4’te ¢6zinmeyen fraksiyon drneklerinden 10
mg almarak 1 mL 6rnek hazirlama tamponunda ¢oziindiiriilmiistiir. Analizde, standart

olarak sodyum kazeinat kullanilmistir Hazirlanan bu numunelerden jellere 8 pL 6rnek
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yiklenmistir. Calismalarda Protean II XI dikey jel iinitesi kullanilmigtir (Bio-Rad
Laboratories Ltd., Watford, UK).

Ornekler jellere yiiklenmeden 6nce 280 V’da 40 dakika 6n yiiriitme yapismustir. Ornekler
jele vyiklendikten sonra, 300 V sabit voltaj ile yiiritme yapilmistir. YUritme
tamamlandiktan sonra, jeller tespit ¢ozeltisinde 60 dakika bekletilmistir. Ardindan, jeller

Blakesley, (1977) tarafindan gelistirilen yonteme gore boyanmustir.

3.2.5. Serbest Yag Asidi Ekstraksiyonu ve Analizi

Peynir orneklerinde bulunan serbest yag asitlerinin analizi bazi modifikasyonlarla De
Jong ve Badings (1990) ve Bulat ve Topcu, (2020)’ya gore yapilmistir. Peynir
orneklerinden ekstrakte edilen serbest yag asitleri ThermoScientific TRACE GC ULTRA
model GC sistemi (USA) ile analiz edilmistir. GC sistemi, model AI 3000 bir otosampler
ve alev iyonlasma dedektoriinden (FID) olusmakta ve ChromQuest 5.0 yazilimi ile
kontrol edilmektedir. Analiz kosullar1 Cizelge 3.4°de verilmistir. Sonuglar mg serbest yag

asidi/kg peynir olarak verilmistir.

Cizelge 3.4. Yag asiti analizleri i¢in kullanilan GC kosullari

Kolon tipi FFAP kolon (30 m uzunluk x 0.25 mm i¢ ¢ap x 0.25 um)
Akis hizi 2 mL/dak
Tasyici faz Helyum

Enjeksiyon sicakligit  250°C

Split oran1 20:1
Dedektor FID, 260°C
Ayirim sicakligt Kolon sicakligi 90 °C‘den baslatilmis ve bu sicaklikta 1 dak

beklendikten sonra 240 °C‘ye ¢ikarilmistir (7°C/dak) ve bu
sicaklikta 15 dak sabit tutulmustur.
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3.2.6. Organik asit ve seker analizi

3 g peynir 6rnegi 30 mL 0.013 N siilflirik asit ile homojenize edilmistir. Elde edilen
cozelti daha sonra 4-6 °C’de 15000 g’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Yag tabakasi
uzaklastirilarak siipernatant Whatman No 1 filtre kagid1 ile siiziilmiistiir. 20 pL 6rnek
SpectraSystem  HPLC’ye  (Thermo-Finnigan Inc., CA) enjekte edilmistir.
Kromatogramlar, ChromQuest 5.0 yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir. Sitrik,
piruvik, laktik, formik ve asetik asit olgctimleri 210 nm, orotik, Urik asit ve asetoin
Olcimleri 280 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. Analizler izokratik olarak
gerceklestirilmistir (Bulat ve Topcu, 2020). Ayirimda, birlikte g¢ikan organik asit
piklerinin hesaplanmasi Zeppa, Conterno ve Gerbi, (2001)’ye uygun olarak yapilmstir.

Standart olarak kullanilan sitrik asit, laktik asit, pirtvik asit, formik asit, rik asit, orotik
asit, asetik asit, asetoin, laktoz, galaktoz ve glukoz Sigma, Fluka ve Merck firmalarindan
tedarik edilmistir. Organik asit ve seker analizleri i¢in kullanilan HPLC sisteminin

oOzellikleri ve kosullar1 Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5. Organik asit ve seker analizleri i¢in kullanilan HPLC sisteminin 0zellikleri

ve kosullar1

Kolon tipi: Rezex ROA H* kolon (300X7.8 mm. ID)

Kolon sicakligi: 65 °C

Mobil faz: 0.013 N H.SO4

Akis hizi: 0.50 mL/dakika

Dedektor: Photo-diode Array (PDA) 210 nm ve 280 nm, (organik asit analizi icin)
Dedektor Refractive index (RI), (seker analizi igin):

3.2.7. Ugucu Bilesiklerin Analizi

Peynir orneklerinin ugucu bilesiklerini ekstrakt etmek icin SPME (Solid Phase
Microextraction) yontemi kullanilmigtir. Bu amagla, 20 ml’lik viallere 3’er g peynir
ornegi alinmigtir ve i¢ standart ilave edilmistir (2-metil-3-heptanon, 20 ppm 80 pL ve 2-
metil pentanoik asit 200 ppm 80 uL). SPME fiber olarak DVB / CAR / PDMS (50/30 um,

1 cm StableFlex fiber, divinilbenzen / Karboksen / polidimetilsiloksan, Supelco,
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Bellefonte, PA, ABD) kullanilmistir. Bu analiz igin Thermo Scientific ISQ-QD GC-MS
sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilmistir. Fiber, 45°C’de 30 dk. dengeye
getirilmis vial i¢inde 30 dakika tepe boslugunda tutulmus (45°C’de) ve ugucu maddelerin
adsorplanmasi saglanmistir (Bulat ve Topcu, 2020). Tanimlama i¢in WILEY, NIST
kltuphaneleri ve dis standart kullanilmistir. Sonuglar ugucu bilesik pik alani/internal
standart pik alani olarak verilmistir. GC-MS sistem 06zellikleri ve ugucu bilesenlerin

saptanmasi i¢in kosullar Cizelge 3.6.’de verilmistir.

Cizelge 3.6. Ugucu bilesiklerin analizleri i¢in kullanilan GC-MS kosullar1 (Bulat ve
Topcu, 2020).

Desorpsiyon SPME fiber 260°C’de 5 dk

Dedektor ISQ-QD MS

Enjektor Splitless mode

Kolon TR-WaxMS kolon (60 m uzunluk x 0,25 mm i¢ ¢ap x 0,25 um film
kalinlig1, Thermo Fisher Scientific, Bellefonte PA, USA)

Ktle aralig: 25-350 m/z (kutle/yuk)

Tas1yici gaz Helyum, 1 mL/dk akis hizinda

Sicaklik programi 40 °C’de 10 dakika beklemeden sonra, 5 °C/dk hizla artarak 250 °C’ye
cikmustir. Bu sicaklikta 10 dk. bekletilmistir.

3.2.8. Tekstiirel Analizler

Peynir 6rnekleri 25 mm ¢ap ve 20 mm yiikseklige sahip silindir halinde kesilerek, oda
sicakliginda Enstrimental tekstur profil analizi (TPA), TA Plus Texture Analyzer
(Ametek Lloyd Ins. Ltd., UK) aleti kullanilarak analiz edilmistir. Olgunlagsma siiresince
peynirin sertlik 6zellikleri incelenmistir. Aletin 10 mm ¢apindaki silindir probunun hizi
0.5 mm/s‘ye ve sikistirma oran1 % 33 olarak belirlenmistir (Topgu ve Saldamli, 2006;
Bulat, 2017). Tekstiir analizinde iki ardisik sikistirma islemi ile gergeklestirilmistir. Elde
edilen grafikten, peynir kitlesine ait tekstlr analiz parametresi sertlik olarak belirlenmistir
ve Hardness (Sertlik), Ornege birinci sikistirmada uygulanan maksimum kuvvet (N)
olarak agiklanmistir (Tunick, 2000).
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3.2.9. Duyusal Analiz

UF beyaz peynirlerin duyusal degerlendirilmesi 5 panelist tarafindan gergeklestirilmistir.
Peynirler, goriiniis, yapi, koku, tat, toplam kabul edilebilirlik ve acilik derecesi a¢isindan
EK 1°de verilen duyusal degerlendirme puanlari ile degerlendirilmistir. Hedonik test
teknigi toplam kabul edilebilirlik dizeyleri icin uygulanmistir. Peynirlerin acilik
duzeyleri 4 puan Uzerinden degerlendirilmistir ve 0 puan acilasmanin olmadigini ifade

etmekte iken 4 puan acilasmanin maksimum oldugunu ifade etmek i¢in kullanilmistir,

3.2.10. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS 16.programi kullanilmistir.
Calismada yapilan analizler 2 tekrar olacak sekilde gergeklestirilmistir. ANOVA,
varyanslar arasindaki farkliligin énem kontrolii i¢in kullanilmistir.  Sonuglar, Duncan

coklu karsilastirma testleri kullanilarak P<0.05 6nemlilik diizeyinde degerlendirilmistir.

Ugucu bilesenlerin degerilendirilmesi Temel Bilesen Analizi (Principal Component
Analysis, PCA) Solo 8.1 (Eigenvector Research, Inc.) programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Preprocessing isleminden once veriler ugucu bilesige ait pik alaninin
internal standardin pik alanina oranmi seklinde diizenlenmistir. Verilere, mean center

preprocessing uygulanmistir.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu boliimde farkli probiyotik kultirler ile tiretilen diisiik laktozlu UF peynirin deney

sonugclar1 verilmis olup detayl: bir sekilde incelenmistir.

4.1. Peynir Orneklerinin Mikrobiyolojik Analiz Sonuglar:

Peynir drneklerinde 90 glinliik olgunlagma siiresince, starter laktokok, L. acidophilus, L.
casel ve B. bifidum’un canliliklarindaki degisim incelenmistir. Starter laktokoklar 7 gun
olgunlagsma siiresinde K1, K2, LA, LC ve BB peynirlerinde hizla iireyerek sirasiyla
1.99x10°, 1.55%10°, 1.40x10°, 3.41x108 ve 1.41x10° ulagmustr.
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4,00 -
2,00 - I
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7.GuUn 30. Gun 60.Gln 90.Gun
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Sekil 4.1. Peynir 6rneklerindeki laktokok sayisinin (log kob/g) olgunlagma siiresince

degisimi

Streptokoklar, laktokoklar ve diger LAB 4.5-4.7 pH araliginda canli kalabilmekte ve
gelisebilmektedirler. pH degerinin diismesi ile bakteri hiicresi zarar gorerek bakteri
gelisimini siirlandirmaktadir (Huntkins ve Nannen, 1993). Bulat ve Topcu, (2019);
Eghbalian, (2017) ve Kasimoglu, Gonclioglu ve Akgiin, (2004) yapmis olduklart

caligmalarda starter laktik asit bakterilerin olgunlagsma siiresince azaldigini
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gozlemlemisglerdir. Kasimoglu, Gonciioglu ve Akgiin (2004) bu sonucu peynir pH’s1 ile
iliskilendirmislerdir ve diisiik peynir pH’sinin, Lactococcus’un canliligini negatif yonde
etkiledigini belirtmislerdir. Ong ve Shah, (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada laktokok
mikroorganizma sayisinin olgunlagma siiresince azalmasini diisiik pH, fermente edilebilir
karbonhidratin azalmasi ve yiiksek tuz konsantrasyonunu ile iligskilendirmistir. Sekil
4.1’°de peynir 6rneklerinde olgunlasma siiresince laktokoklarin log kob/g cinsinden canli
mikroorganizma sayisindaki degisimi verilmistir. Olgunlasma siiresince laktokok canli
mikroorganizma sayist azalmaktadir ve daha Onceki yapilan calismalar bu sonucu

desteklemektedir.

Daha onceki yapilan ¢alismalarda kullanilan kontrol 6rneklerinde Lactococcus’un canli
mikroorganizma sayisinin 90 glinde 5-6 log kob/g oldugunu belirtilmistir (Kasimoglu,
Gonciiogluve Akgiin, 2004; Eghbalian, 2017; Bulat veTopcu, 2019). K1 peynirinde 90.
giinde canli laktokok sayist 3.38 log kob/g (2.45x10° kob/g)’dir. Bu sonug daha Gnce
yapilan ¢aligmalara gore farklililk gostermektedir. Tuz konsantrasyonu peynirde
mikrobiyel gelisim, enzimatik aktivite ve proteolizi etkilemektedir (Ong ve Shah, 2009).
K1 peynirinin kimyasal analiz sonuglar1 incelendiginde 30. giin ve 90. giinde kuru
maddede % tuz miktarlar1 diger peynirlere oranla daha fazladir (Cizelge 4.1). 30. ginden
itibaren K1 peynirinde laktokoklarin azalmasi bu durum ile iligkilendirilebilir. Ayrica, K2
peynirinde B-galaktosidaz enzimi ile laktoz, glukoz ve galaktoza parcalanmistir. Bu
sebeple, K2 peynirinde glukoz ve galaktoz sekeri K1’e oranla daha fazladir (Cizelge 4.3).
K2 peynirinde K1 peynirine oranla fermente edilebilir karbonhidratlarin daha fazla

olmasi laktokoklarin daha uzun siire canli kalmasini saglayabilecegi diistiniilmektedir.

LC peynirinde 60. ve 90. giinde ve BB peynirinde 90. giinde laktokok saptanamamustir.
60. giinden itibaren diislik laktozlu UF peyniri ve kontrol drnekleri arasindaki farklilik
onemli bir sekilde artmaktadir (p<0.05). LC ve BB peynirinin pH degeri olgunlasma
siiresince Onemli diizeyde diislis gostermektedir. Bu durum starter laktokoklarin

canliligini olumsuz yonde etkilemektedir.
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Sekil 4.2. Peynir orneklerindeki laktobasil sayisinin (log kob/g) olgunlasma siiresince

degisimi

Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 incelendiginde L. casei’nin diisiik laktozlu peynir ortamina L.
acidophilus ve B. bifidum’a oranla daha hizli uyum saglayarak 8.61 log kob/g’a ulastig1
goriilmektedir. Kontrol 6rneklerinde olgunlasma siiresince laktobasil saptanmamustir.
Kasimoglu, Gonctlioglu ve Akgiin, (2004) yapmis olduklar1 ¢alismada L. acidophilus
iceren probiyotik beyaz peynir iretmislerdir. Olgunlasma siiresince probiyotik
mikroorganizma sayisinin azaldigini ve canli L. acidophilus sayisinin 90 giinde 6-7 log
kob/g oldugunu belirtmislerdir. Bu c¢alisma kapsaminda, olgunlagma siiresince LA
peynirindeki canli L. acidophilus sayisi1 7.50 log kob/g ile 7.25 log kob/g arasinda degisim
gostermektedir ve canli mikroorganizma sayist olgunlagsma siiresince 6nemli diizeyde
degismemektedir. Laktobasillerin en iyi asidik kosullarda gelisebildigi bilinmektedir
(Kasimoglu, Gonciioglu ve Akgiin, 2004). LC peynirlerinin pH degeri olgunlasma
stiresince probiyotik kiiltiirlerin tirettigi metabolitlere bagli diisiis gdstermektedir. Diisiik
pH peynir ortaminda L. casei ve L. acidophilus 90 giinliik olgunlasma siiresince 7 log
kob/g lizerinde canliliklarini siirdiirmektedir. LA ve LC peynirlerinde 7. giinden itibaren
laktobasil canli mikroorganizma sayilar1 arasinda Onemli diizeyde farklilik
gozlenmektedir (p<0.05). LC peynirinde probiyotik mikroorganizma sayist LA peynirine
oranla daha fazladir. Ayn1 zamanda, diisiik laktozlu probiyotik peynirlerde L. casei
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olgunlagma siiresince énemli diizeyde azalirken; L. acidophilus stabil kalmaktadir. Bu
durum peynir pH’s1t ve tuz konsantrasyonundan kaynakli olabilir. LC peynirinde L.

casei’nin gelisimine bagli olarak pH degerinde 6nemli diizeyde diisiis géstermistir.
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Sekil 4.3. Peynir orneklerindeki Bifidobacterium sayisinin (log kob/g) olgunlagsma

stiresince degisimi

Disiik laktozlu UF probiyotik peynirinde Bifidobacterium sayimi igin MRS-cys agar
besiyeri kullanilmistir. Kontrol 6rneginde Bifidobacterium tiremesi gézlenmemistir.
BB’de olgunlagma periyodu sonunda probiyotik mikroorganizmasi sayist 7.5 log kob/g

Uzerindedir. B. bifidum 90 giinliik olgunlagma siiresince canliligini korumaktadir.

Cheddar peynirinde, Phillips, Kailasapathy ve Tran (2006), 32 hafta olgunlasma siiresince
Bifidobacteria’nin 7 log kob/g tizerinde canliligini siirdiirdiigiinii ve Ong, Henriksson ve
Shah, (2007b) ise 6 ay olgunlasma siiresince B. longum 1941 ve B. lactis LAFTI B94’Un
8 log kob/g oldugunu belirtmislerdir. Moghari ve ark. (2015), UF Feta peynirinde B. lactis
BB-12 ve L. acidophilus LA5’in 60. gin raf Omri siresince probiyotik
mikroorganizmalarin canliliklarinin 8 log kob/g’dan, 6 log kob/g a diistiigiinii
gostermislerdir. Bu ¢aligma kapsaminda 90 giin raf dmrii siiresince Bifidobactreium sayisi
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8.02 log kob/g dan 7.52 log kob/g’a diismiistiir. Diisiik laktozlu probiyotik peynirde
Moghari ve ark., (2015)’nin yapmis oldugu caligmaya gore probiyotik canli
mikroorganizma sayisinin fazla olmasi fermente edilebilir seker sayisinin daha fazla
olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Daha onceki yapilan caligmalarda
Bifidobacterium’ un peynirde canliligini siirdiirebildigi géziikmektedir ve diisiik laktozlu
UF beyaz peynirinin Bifidobacterium igin iyi bir tasiyici oldugu goériilmektedir.

4.2. Fizikokimyasal ve Kimyasal Analiz Sonuclar

Peynir pH’s1 jel sineresisini, peynir nem igerigini, bakteri gelisimini, enzim aktivitesini
ve peynirin tekstirind etkilemektedir (Bulat ve Topcu, 2019). Peynir drneklerinin pH
degeri 7. giinde 4.72 ile 4.46 iken 90.giinde 4.72 ile 4.21 arasindadir. LC peynirin pH
degeri 7. giinden itibaren diger peynirlere oranla daha diisiiktiir (4.46). LC ve BB
peynirlerinde olgunlasma ile peynir pH’s1 kademeli olarak diisiis géstermektedir. L. casei
ve B. bifidum’un 60. giinde peynir pH’s1 tizerindeki etkisi 6nemli diizeyde artmaktadir
(p<0.05). Ong ve Shah (2009) Cheddar peynirinde olgunlasma sicakliginin probiyotik
mikroorganizmalar Gzerine olan etkisini incelediklerinde L. casei iceren peynir pH’siin
diger probiyotik Kkdltlr igeren peynir Orneklerine gore daha disik oldugunu
gozlemlemiglerdir. Bu ¢alisma kapsaminda e¢lde edilen veriler bu sonucu
desteklemektedir. K2 peynirinin pH degeri K1 peynirine oranla daha diisiiktiir. LA
peyniri ile kontrol peynirinin (K2) pH’s1 arasinda 6nemli bir farklilik gézlenmemistir.
Genel olarak peynir orneklerinin pH degeri incelendiginde diisiik laktozlu peynir
orneklerinin pH degerinin daha diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil 4.4). Bu durumun K2
peynirinde B-galaktosidaz enzimi kullanimina bagli olarak fermente edilebilir seker
miktarinin K1 peynirine kiyasla daha fazla olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
Ayn1 zamanda fermente edilebilen seker miktarinin fazla olmasi laktokoklarin K2
peynirinde K1 peynirine kiyasla daha fazla gelismesini saglayarak peynir pH’smin

diismesine neden olmustur
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Sekil 4.4. Peynir pH’smin olgunlagma stiresince degisimi

Cizelge 4.1°de olgunlagsma siiresince peynir Orneklerinin kimyasal analiz sonuglari
verilmistir. Peynir oOrneklerinin % KM degerleri %33.77 ile %35.68 arasinda
degismektedir. LC ve BB peynirinde olgunlasma siiresince kuru madde degerlerinde
kademeli olarak artis gozlenmistir. LC ve BB peynirinde pH ve kuru madde degerleri ters
orantili olarak degisim gostermektedir. Bulat ve Topcu, (2019) UF beyaz peynirinde
yapmis oldugu calismada kuru madde ve pH degerlerinin ters orantili olarak degisim
gostermesini pH diisiistine bagli olarak sineresisin peynir kuru maddesini arttirdigr ile
iligkilendirmislerdir. Yapilan ¢alisma bizim yapmis oldugumuz ¢alisma ile uyusmaktadir.

Peynir 6rneklerinde % KM’de yag miktar1 %44.05 ile %52.87 arasinda degismektedir.

% KM’de tuz degeri %4.93 ile %6.21 arasinda degismektedir. Tiirk Gida Kodeksi Peynir
Tebligine (2015/16) gore salamurada olgunlastirilan peynirlerin % KM’de tuz orani en
fazla %7.5 olmas1 gerekmektedir. Diisiik laktozlu probiyotik UF peynirlerin % KM’de
tuz oranlar1 Tirk Gida Kodeksine gére uygundur. Tuz konsantrasyonu peynirde
mikrobiyel gelisim, enzimatik aktivite ve proteolizi etkilemektedir (Ong ve Shah, 2009).
90. giinde K1 peynirinin %KM’de tuz orami diger peynirlere oranla daha fazladir
(p<0.05). KM’de tuz miktarlar1 genel olarak incelendiginde diisiik laktozlu peynirlerde
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daha az oldugu goriilmektedir. %Tuz konsantrasyonlar1 incelendiginde peynir drnekleri
arasinda onemli bir farklilik gozlenmemektedir. %KM’de tuz orani arasindaki farklilik

peynir 6rneklerinin kuru maddelerindeki degisimden kaynaklanmaktadir.

%KM’de protein degeri %30.90 ile 34.51 arasinda degigmektedir. UF peynirinde
probiyotik kiltir kullaniminin peynirin protein degeri lizerine dnemli/belirgin bir etkisi

gbézlenmemistir.
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1%

Cizelge 4.1. Olgunlagma siiresince peynirlerin ortalama bilesim 6zellikleri ve pH'lart

Olgunlasma
Saresi (GUn) K1 K2 LA LC BB
7 4729 4.55® 4,610 4.46° 459
pH 30 4.65° 4.64° 4.58¢ 4.35° 453"
60 4.68° 4.59¢ 457 4,218 4.45P
90 4.72° 4.65¢ 4.62¢ 4.212 4.39
7 34.042 34.672 33.99¢ 34.78° 33.77°
% KM 30 34.82 34.222 34.90° 35.02° 34.23
60 34.97% 34.72% 34.43¢ 35.68" 34.64%®
90 34.11¢ 34.80% 35.14® 35.44b 35.15%
7 47.10 51.05 47.74 52.58 47.80
% Yagi/KM 30 46.08 46.95 45.70 48.39 49.75
60 48.61 49.17 52.87 50.12 51.28
90 45.15 49.46 44.05 47.02 47.16
7 5.36 5.48 5.48 5.34 5.35
% Tuz/KM 30 6.21° 5.73% 4,932 5.37% 5.63%
60 5.30% 5.23? 5.75° 5.152 5.182
90 5.90° 5.28% 5.48° 5.10° 5.102
7 33.55 32.99 32.81 31.76 32.59
%Protein/KM 30 33.34 31.74 30.90 31.68 33.87
60 32.59 32.71 32.30 31.73 33.10
90 34.11 33.29 31.94 3451 34.10




4.3.Verim

Sekil 4.5’te Diisiik laktozlu UF probiyotik peynirin olgunlagma siiresince verim sonuglari
verilmistir. K1, K2, LA, LC ve BB 6rneklerinde verim oran1 %79.03 ile %86.25 arasinda
degismektedir. Diisiik laktozlu UF peynirlerinde K1 6rnegine oranla verim daha diisiiktiir.

Olgunlagma periyodu boyunca peynir 6érneklerindeki verim azalmaktadir.

90,00 -
88,00 -
86,00 -
84,00 -

82,00 -
80,00 ~
78,00 ~
76,00 -
74,00 ~
72,00 ~
70,00 -

7.Gun 30.Gin 60.Gln 90.Gun

%\erim

EKl mK2 sLA uLC EBB

Sekil 4.5. Peynir drneklerinde olgunlasma periyodu siiresince verim sonuglari

Peynir orneklerinde verim degerleri arasindaki farklilik 90. Gulinde 6nemli derecede
artmaktadir (p<0.05). Diisiikk laktozlu UF peynir 6rneklerinde olgunlasma siiresince
probiyotik kiltir kullanimina bagli olarak pH degerlerinde diisiis g6zlenmektedir. Peynir
verimi diisiik laktozlu peynirlerde kontrol peynirine (K1) kiyasla daha disiiktiir. Bu
durum peynir pH’sindaki disiise bagli olarak peynirlerde Sineresisin artmasindan
kaynaklanmaktadir. K1 ve K2 peynirlerinde B-galaktosidaz enziminin peynir verimine
olan etkisi incelendiginde [B-galaktosidaz enzimi peynir verimini negatif yonde

etkilemektedir. Peynir verimi 7. gunden itibaren %86.25’den diisiiktiir.
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4.4. Proteoliz

Peynir 6rneklerinde proteoliz suda ¢ozunir azot (SCA), %12’lik TCA’da suda ¢oézlndr
azot, Ure-PAGE elektroforez, SCA’da RP-HPLC ve serbest aminoasit (SAA) analizleri

ile incelenmistir.

pH 4.4’te Suda Cozunur Azot (SCA) analizi

Sekil 4.6°da peynir drneklerinin pH 4.4‘te ¢oziiniir azotlu maddeler bazinda olgunlagma
indeksi degerleri % cinsinden verilmistir. Peynir 6rneklerinde SCA sonuglar: 13.10+0.17

ile 21.88+0.29 arasinda degismektedir.

Yiiksek pH ve nem icerigi UF peynirinde pH 4.6’da SCA olusumunu arttirmaktadir ve
SCA rennet aktivitesi sonucunda olugmaktadir ve birincil proteolizi etkilemektedir (Bulat
ve Topcu, 2019). Peynir 6rneklerinin SCA degisimleri incelendigince olgunlasma
stiresince kontrol 6rneklerinde daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Bunun sebebi kontrol

orneklerinin yiiksek pH ve nem igerigi olabilir.

25,00 -

20,00 +

5,00
7.Gun 30.GUn 60.Gln 90.Gun

-

o

o

S
1

Olgunlasma Indeksi
o
o
o

mKl mK2 mLA nLC =mBB

Sekil 4.6. Peynir drneklerinin pH 4.4‘te ¢6ziiniir azotlu maddeler bazinda olgunlagsma
indeksi degerleri (%)
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SCA degerleri olgunlasma siiresince ¢alismada kullanilan probiyotik kultlr ve B-
galaktosidaz enzimi kullanimma bagli olarak 6nemli bir farklilik gdzlenmemistir.
Olgunlagma siiresince tiim peynir orneklerinde SCA miktarlarinda artma gozlenmistir
(p<0.05). Bu sonucu Eghbalian, (2017) ile Bulat ve Topcu, (2019)’nun yapmis olduklar1

calismalar desteklemektedir.

%12’lik TCA’da CA analizi

Laktik asit bakterilerinin peptidaz ve proteinaz aktivitesi %12 TCA’da CA ve toplam
serbest aminoasit konsantrasyonunu etkilemektedir (Bulat ve Topcu, 2019). Sekil 4.7°de
diisiik laktozlu probiyotik UF peynirlerin pH 4.4’te %12 TCA’da ¢Ozinur azotlu
maddeler bazinda olgunlagsma indeksi degerleri verilmistir. Peynir 6rneklerinde %12
TCA’da CA sonuglar1 5.98+0.11 ile 10.58+0.14 arasinda degismektedir. %12’lik TCA’da

¢Oziiniir azot miktar1 olgunlagsma ile peynir 6rneklerinde artig gostermistir (p<0.05).

12,00 ~

10,00 -
8,00
6,00

4,00
2,00
7.GUn 30.Gun 60.Gun 90.Gun

Olgunlasma Indeksi

mKl mK2 mLA =LC mBB

Sekil 4.7. Peynir orneklerinin %12’lik TCA’da ¢6ziiniir azotlu maddeler bazinda

olgunlagma indeksi degerleri (%)
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Diisiik laktozlu peynir 6rneklerinde (K2, LA, LC ve BB) %12’lik TCA’da CA miktarlari
30. ginde o6nemli diizeyde artmistir (p<0.05). Ancak 30 giinden itibaren peynir
orneklerinin %12’lik TCA’da CA miktarlarinda 6nemli bir farklilik géziikmemektedir.
K2 6rneginde %12’lik TCA’da ¢oziiniir azot miktar1 B-galaktosidaz enzimi kullanimina

bagli olarak 30. giinde 6nemli diizeyde artmaktadir (p<0.05).

Serbest aminoasit analizi

Peynirde proteoliz iki asamada gerceklesmektedir. Birincil proteoliz ve birincil
proteolizin metabolitlerinin kullanilmas1 ile ikincil proteoliz olusmaktadir. ikincil
proteoliz olayinda proteinler ve uzun zincirli peptitler kisa zincirli peptitlere ve serbest
aminoasitlere doniisgmektedir. Peynirde istenilen ve istenmeyen aroma bilesenlerinin
olusumu i¢in kisa zincirli peptitlerin olusumu 6nemlidir. Serbest aminoasitlerin olusumu
peynirde karakteristik aroma gelisimi i¢in temel olaylardan biridir. Prolin, Serin, Alanin,
Glisin, ve Treonin tath tattan, Histamin, Glutamat, ve Aspertik asit eksi tattan sorumlu
iken, Losin, Fenilalanin, Metionin, Arjinin, ve Valin bitter tattan sorumludur.
Aminoasitler peynir aromasina direk olarak katkida bulunmazlar bir¢ok aroma aktif
bilesenin olusumunu saglarlar. Serbest aminoasitler aminotransferaz enzimi ile a-keto

asitlere parcalanir ve organik aroma bilesenlerini olustururlar (Tekin ve Hayaloglu, 2023)

Sekil 4.8’de peynir Orneklerinin olgunlagsma siiresince toplam serbest aminoasit
miktarlarindaki degisim verilmistir. Olgunlagma siiresince peynirlerde toplam serbest
aminoasit miktarlarinda artma goézlenmistir. Bulat, (2011), Eghbalian, (2017) ve Ong,
Henriksson ve Shah, (2007b)’in yapmis olduklar1 ¢alismalar bu veriyi desteklemektedir.
Probiyotik kiiltiir kullanimi UF peynir 6rneklerinde toplam serbest aminoasit miktari
tizerinde 6nemli diizeyde farklilik olusturmustur (p<0.05). Troise ve ark. (2016), diisiik
laktozlu sitte B-galaktosidaz enziminin proteolitik yan etkisini incelediklerinde f-
galaktosidaz enzimi kullanimmin toplam serbest aminoasit miktarini arttirdigini
gozlemlemislerdir. Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada K1 ve K2 peynirlerinde serbest

aminoasit miktarlar1 arasinda 6nemli bir farklilik gériilmemektedir.
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Sekil 4.8. Peynirlerin toplam serbest aminoasit konsantrasyonlarinin olgunlagsma

stiresince degisimi

Peynirlere probiyotik ilavesi toplam serbest aminoasit igerigini arttirmaktadir ve diisiik
pH, daha fazla proteoliz ve organik asit iiretimine neden olmaktadir (Gomes ve ark.,
2011). Ong, Henriksson ve Shah (2007b), L. acidophilus, L. casei, L. paracasei ve
Bifidobacterium probiyotik kultlrlerin cheddar peynirinin organik asit profilleri ve
proteolize olan etkisini incelemislerdir. Yapmis olduklar1 ¢alismada L. casei’nin yuksek
proteolitik aktivitesi sonucunda en fazla toplam aminoasit iirettigini, L. casei’yi sirasiyla
L. acidophilus ve Bifidobacterium’un takip ettigini belirtmislerdir. K1, K2, LA, LC ve
BB peynirlerinin 90. giinde toplam aminoasit miktarlar1 sirastyla 2.35, 2.35, 2.68, 3.37 ve
3.43 mg l6sin / g peynirdir. Yapmis oldugumuz ¢alismada yiiksek proteolitik aktivite
sebebi ile en fazla aminoasiti L. casei, daha sonra B. bifidum ve L. acidohilus tiretmistir.
L. casei ve B. bifidum bakterileri 90. giinde toplam serbest aminoasit miktarin1 énemli

dizeyde arttirdig1 goziikmektedir (p<0.05).

50



Ure PAGE elektroforez analizi

Peynirlerde olgunlasma siiresince proteoliz olay1 ile kazein par¢alanmasi meydana
gelmektedir. a-s1 kazeinin hidrolizinden kalinti pihtilastirict enzimler sorumludur ve o-S1
kazeinin hidrolizi sonucunda 2 fraksiyon olusmaktadir. Bunlar a-s; kazein (f24-199) ve
a-S1 kazein (f1-23)’dir. a-s1 kazein (f24-199), a-s1 kazein-1 olarak da adlandirilmaktadir
(Verdini, Zorrilla ve Rubiolo, 2004). Diisiik laktozlu probiyotik UF peynirlerinde
olgunlagsma boyunca proteolizin etkisi Ure-PAGE elektroforez analizi ile incelenmistir ve

peynirlerin Ure-PAGE elektroforetogramlari Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilmistir.

Ong, Henriksson ve Shah, (2007b) L. acidophilus, L. casei ve L. paracasei ve
Bifidobacterium spp. ile Uretilen cheddar peynirinde probiyotik kiltirlerin proteolize
etkisini incelemislerdir. asi-kazeinin hidrolizinin probiyotik peynirlerde daha fazla
oldugunu belirtmislerdir. Bulat ve Topcu, (2019), UF beyaz peynirinde, olgunlagma
sliresince a-s; kazeinin belirgin bir sekilde pargalandigini gostermislerdir. Peynir
orneklerinde Sekil 4.9 ve Sekil 4.10 incelendiginde olgunlasma siiresince proteolizin
devam ettigi gorilmektedir. Bu sonu¢ daha oOnceki yapilan calismalar ile
desteklenmektedir. Ancak daha 6nceki ¢aligmalarin aksine peynir érneklerine probiyotik
kiltr ilave edilmesi peynir drneklerinin suda ¢éziinmeyen azot fraksiyonlarinda gozle

gorallr belirgin bir farklilik yaratmamustir.

Zhao ve ark., (2017) laktaz enziminin depolama boyunca f-kazein ve B-laktoglobulini
parcgalayarak bitter peptitleri olusturdugunu belirtmislerdir. Bu sonu¢ p-galaktosidazin
proteolitik aktivitesinin olgunlagma siiresince devam ettigini gostermektedir. Sekil 4.9 ve
Sekil 4.10 incelendiginde peynir 6rneklerinde B-kazein ve B-kazeinin alt fraksiyonlar

arasinda 6nemli bir farklilik géziikmemektedir.
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Sekil 4.9. Olgunlagsmanin 7. ve 30. glnune ait tre-PAGE elektroforetogrami (Bantlarin
tanimlanmas1 Bulat ve Topcu, (2019) gore yapilmustir.) (1:K1-7. gun, 2:K2-7. gln, 3:LA-
7 .gun, 4:LC-7. gln, 5:BB-7. gin; 6:K1-30. gun, 7:K2-30. gun, 8:LA-30 .gln, 9:LC-30.
giin, 10:BB-30. giin).
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Sekil 4.10. Olgunlagsmanin 60. ve 90. glintine ait ure-PAGE elektroforetogrami (Bantlarin
tanimlanmasi1 Bulat ve Topcu, (2019) gore yapilmstir.) (1:K1-60. gin, 2:K2-60. gln,
3:LA-60 .gun, 4:LC-60. gun, 5:BB-60. gin; 6:K1-90. gln, 7:K2-90. gin, 8:LA-90 .gln,
9:LC-90. gln, 10:BB-90. glin).
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SCA fraksiyonlarinin RP-HPLC ile analizi

Peynir orneklerinin pH 4.4’te ¢oziiniir fraksiyonlarinin RP-HPLC profilleri, 214 nm ve
280 nm’de olgunlagma siiresince incelenmistir. Sekil 4.11, 4.12, 4.13, 4.14’te, C18 RP-
HPLC kolonu kullanilarak elde edilen pH 4.4’te ¢ozUnur azotlu maddelerin, 7. ve 90.giin

kromatogramlar1 goriilmektedir.

Kromatogramlarda yaklasik, 19.5, 36.5. dakikalarda gelen pikler, sirasiyla, fenilalanin ve
triptofan aminoasitlerine karsilik gelirken, yaklasik 80. dakikaya kadar gelen pikler as1-
ve B-kazeinlerin degradasyonu sonucu olusan peptitlere aittir. 82 ve 85. dakikalarda gelen
pikler sirasiyla o-laktalbumin ve B-laktoglolubilin peynir alti suyu proteinleridir (Bulat
ve Topcu, 2019). Peynir drneklerinde triptofan ve fenilalanin aminoasitleri olgunlasma
stresince artma gosterirken; o-laktaloumin proteininde azalmalar gozlenmistir.
Fenilalanin bitter karakteristikte bir aminoasittir. Fenilalaninin, olgunlagsma siiresince
Ozellikle LC ve BB peynirlerinde L. casei ve B. bifidum probiyotik ek kiiltiir kullanimina

bagli olarak gozle fark edilebilir derecede arttig1 goziikmektedir.

Peynir drneklerinin RP-HPLC kromatogramlarinda birgok pik gézlenmistir. Olgunlasma
stiresince kazein uzerindeki proteolitik etki nedeniyle pik yuksekliklerinde ve sayisinda
artis gézlenmistir. Bu sonucu Eghbalian (2017) ve Bulat ve Topcu (2019)’nun ¢alismalari
desteklemektedir. Hidrofobik peptitler peynirde bitter tadin olusumundan sorumludur
(Eghbalian, 2017). Kromatogramlarda 37. dakikaya kadar gelen pikler hidrofilik, 37.
dakikadan sonra gelen pikler ise hidrofobik karakterdeki peptitlere aittir. 37. dakikadan
sonra gelen pikler kimozin ve plazmin etkisi ile olusan peptitleri, 37. dakikadan 6nce
gelen pikler olgunlagsma boyunca starter kiiltiirlerin peptidazlarinin etkisi ile olusan daha
kiguk peptitler ve aminoasitleri temsil etmektedir (Bulat ve Topcu, 2019; Yildirim-
Elikoglu, Vural ve Erdem, 2021). Sekil 4.12 ve 4.14 incelendiginde LA, LC ve BB
peynirlerinde 37. dakikadan 6nce gelen pik yiksekliklerinde kontrol peynirlerine oranla
belirgin bir artis gézlenmistir. Bu durumun peynirlere ek kiltir olarak probiyotik kiltur

ilave edilmesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Sekil 4.11. Peynir 6rneklerinin olgunlasmanin 7.glninde ve 280 nm’de RP-HPLC

kromatogramlari
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Sekil 4.12. Peynir 6rneklerinin olgunlasmanin 7.gtinunde ve 214 nm’de RP-HPLC
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Sekil 4.13. Peynir drneklerinin olgunlasmanin 90.guninde ve 280 nm’de RP-HPLC
kromatogramlari
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4.5. Serbest Yag Asidi Analiz Sonuclar:

Butanoik asit (Ca:0), Hekzanoik asit (Ce:0), Oktanoik asit (Cs:0), Dekanoik asit (Cio:0),
Dodekanoik asit (Ci2:0), Tetradekanoik asit (Cis:0), Hekzdekanoik asit (Cie),
Oktadekanoik asit (C1s:0), cis Oktadekanoik asit (C1s:1), cis-9,12 Oktadekanoik asit (Cis:2)
ve cis-9,12,15 Oktadekanoik asit (C1s:3) peynirde temel ve 6nemli serbest yag asitleridir
(SYA).

Lipoliz peynir olgunlagmasi siiresince 6nemli biyokimyasal olaylardan biridir. Lipoliz ile
SYA, peynir aromasint dogrudan etkilemektedir. Kisa zincirli serbest yag asitleri (Ca:o,
Ce:0 Ve Cgo) kolayca hidrolize olur ve suda ¢oziiniirler. Algilanma esikleri oldukga
diisiiktiir ve bircok peynirde karakteristik aroma bilesenlerinin gelisimi i¢in énemlidir.
Yiiksek miktarda kisa zincirli serbest yag asitleri Lactobacillus’ un yiiksek esteraz
aktivitesi ile iliskilendirilebilir. Peynir matriksinde asitlerin yliksek miktarda varlig
starter ve starter olmayan laktik asit bakterilerinin varlig1 ile dogrudan ilgili olabilir

(Tekin ve Hayaloglu, 2023).

Peynir drneklerinde bltanoik asit ve diger kisa zincirli serbest yag asitleri, uzun zincirli
yag asitlerine oranla daha az miktardadir (Cizelge 4.2). Bu durum peynir drneklerinde
zayif lipolitik aktivite oldugunu gostermektedir (Kondyli ve ark., 2002; Tekin ve
Hayaloglu, 2023). Rolim ve ark. (2020) yapmis oldugu ¢alismada Bifidobacterium lactis
BB-12 ve Bifidobacterium longum BB-46 kiiltiirlerinin koyun peynirinde kisa zincirligi
SYA’lan arttirdigini; Lactobacillus acidophilus LA-5’in ise uzun zincirli SYA’lart
arttirdigin1  belirtmislerdir. Cizelege 4.2 incelendiginde BB peynirinde kisa zincirli
SYA'’larin; LC peynirinde ise uzun zincirli SYA’larin diger peynirlere kiyasla daha fazla

olgugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.2 Olgunlagmanin 30. ve 90. giiniindeki serbest yag asidinin her birinin konsantrasyonu (mg/kg peynir)

Yag asidi

30.giin K1 K2 LA LC BB

Cao 24.62+2.67° 21.630.60° 21.000.23 24.83+212 35.94%2.04°
Ceo 16.8120.67° 20.42+1.06¢ 18.08+0.89" 14.8620.56° 19.08+0.32¢
Cao 23.63+0.47% 24.70+1.21% 22.59+0.55? 25.16+1.07% 25.56+1.38"
Cioo 69.57+1.60 79.03+4.10% 69.80+0.012 82.06+5.66" 75.03+3.80%
Cizo 118.03+3.24 137.23+11.40? 119.73+2.63° 185.05+20.33" 125.54+7.07°
Ciso 422.85+39.80° 404.96+13.03 392.11+6.75° 530.20+58.52" 438.11+28.05°
Cico 1342.03+119.40? 1328.87+79.65 1295.33+7.98? 1747.71+39.60° 1416.94+84.55°
Ciso 319.3850.48° 319.62+4.33° 313.67+13.38° 487.69+71.38" 358.47+11.922
Ciea 641.39+26.41° 715.58+33.54° 684.95+28.66% 726.67+19.83" 667.49+9.10®
Cis2 75.739.90° 104.22+10.80° 89.83+3.51% 86.64+11.09% 91.61+4.52%




8G

Cizelge 4.2. (devami)

90.gin K1 K2 LA LC BB
Cao 25.89+2.022 24.85+3.61° 21.92+0.02 25.49+1.28° 40.54+1.64
Ceo 25.93+2.95? 26.76+0.97° 24.33+3.63? 35.51+1.47° 37.25+2.26"
Cao 25.60+0.57° 28.48+1.64° 26.01+0.412 29.22+0.43" 30.11+0.60°
Cioo 85.97+0.522 89.20+0.05 85.00+3.622 100.70+3.74° 102.72+7.07°
Cizo 151.88+12.44? 160.98+11.16% 152.38+21.88° 204.17+7.43 204.22+23.07
Cizo 453.52+11.73¢ 499.07+47.95% 460.94+3.16° 566.16+50.09" 528.21+42.07%
Ciso 1523.64+28.12 1634.4+141.73% 1566.41+35.25° 1820.13+78.60° 1735.56+58.222
Ciso 392.60+53.372 420.11+90.50° 378.60+7.25° 577.33+86.04 390.34+6.65°
Ciea 904.21+53.712 951.06+32.81° 915.13+110.58° 1015.75+106.15 1010.0051.022
Cis2 128.16+8.76° 136.77+5.53¢ 126.08+14.87° 142.56+33.60° 139.48+15.64°
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Sekil 4.16. Uzun zincirli serbest yag asitlerinin olgunlagma siiresince degisimi
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Peynirde en bol bulunan serbest yag asitleri Cie:0 Ve Cig:o’dir (Collins, McSweeney ve
Wilkinson, 2003). Peynir 6rneklerimizin sonuglart bu veriyi desteklemektedir (Cizelge
4.2, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16)..K1 ve K2 peynirlerinin olgunlagsma siiresince SYA
miktarlar1 karsilagtirildiginda 6nemli diizeyde bir farklilik olmadigi gortlmektedir, bu
sonu¢ dogrultusunda laktaz enziminin lipoliz olayin1 6nemli Olgiide etkilemedigi

gorilmiistiir.

Pastorize edilen peynirlerde lipaz enzimi (psikrofilik bakteri lipazlari harig) 1s1l islem ile
denatiire olmaktadir. Bu sebeple peynirlerde lipolitik aktivite, starter kiiltir ve ek
kiiltiirler araciligi ile gergeklesmektedir (Kondyli ve ark., 2002). Peynir 6rneklerinde
lipoprotein lipaz enzimi pastorizasyon islemi ile inaktif hale geldigi kabul edildiginde
lipoliz yardimci kiiltiirler ile olmaktadir. Calismamizda peynir Ornekleri yapilirken
pastdrize edilmis siit kullanilmakta olup proses esnasinda ayriyeten lipoprotein lipaz
enzimi kullanilmamistir. LA, LC ve BB peynir orneklerinde serbest yag asitleri

arasindaki farklilik farkli probiyotik kiltlr kullanimina bagli olmaktadir.

Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te diistik laktozlu probiyotik UF peynirinde Ca:0, Ce:0, Cs:0, C10:0,
C12:0, Ci40, Ci60, Ciso, Cis1 Ve Cig2 serbest yag asitlerinin olgunlagsma siiresince
degisimleri verilmistir. Olgunlasma siiresince serbest yag asitlerinin arttigi ve probiyotik

kaltar kullaniminin SY A miktarini pozitif yonde etkiledigi gorilmektedir.

Probiyotik bakterilerin sahip olabilecegi esterazlar peynirdeki aroma gelisimine katkida
bulunabilir (Rolim ve ark., 2020). Rodrigues ve ark., (2012) Lactobacillus casei-01 ve
Bifidobacterium lactis B94 probiyotik kdltlrlerinin peynirin serbest yag asidi profili
tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Lactobacillus casei-01 probiyotik susu inokiile edilen
simbiyotik peynirlerde kisa zincirli serbest yag asitlerinde (Ca:o, Ce:0, Cg:0 Ve C10:0) Onemli
olgiide artis gozlenmistir. Bifidobacterium lactis B94 probiyotik susu inokiile edilen
simbiyotik peynirlerde doymamis serbest yag asitlerinde (CLA, ALA, VE GLA)
probiyotik Lactobacillus casei-01 susuna oranla daha belirgin artis oldugunu
gozlemlemislerdir (Rodrigues ve ark., 2012). K1, K2, LA, LC ve BB peynirlerinin serbest
yag asidi miktarlar1 karsilagtirildiginda LC ve BB peynirlerinde toplam serbest yag asidi

miktarinin daha fazla oldugu goriilmektedir (p<0.05). Bu durum L. casei ve B. bifidum
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probiyotik kultrlerin lipolitik aktivitesinin fazla oldugunu gostermekte olup daha 6nce

yapilan ¢alismalar bu sonucunu desteklemektedir.

4.6. Organik asit Analizi

K1 peynirinde olgunlagsma siiresince laktoz miktarinda 6nemli diizeyde degisim
olmamistir. ve laktoz konsantrasyonu %1.58+0.08 ile 9%1.77+0.03 arasinda
degismektedir. Bu durum, starter kulttirlerin laktozun tamamini metabolize edemedigini
gostermektedir. Ayni1 zamanda K1 peynirinde galaktoz ve glukoz miktarlart olgunlagma
stiresince incelendiginde starter kiiltiirlerin glukozun tamamini metabolize ettigi ve laktoz
fermantasyonu sonucunda galaktoz tiretemedigi gorilmektedir. Diistik laktozlu gidalarda
100 g Urtnde en fazla 1 g laktoz icermesine izin verilmektedir (Suri ve ark., 2019).
Calisma kapsaminda iiretilen edilen diisiik laktozlu peynirlerin laktoz konsantrasyonu
%2’in altindadir. Ultrafiltre peynir tiretiminde diisiik laktozlu peynir {iretimi i¢in Uretim
esnasinda B-galaktosidaz enziminin ilave edilmesinin gerektigi goriilmektedir. Diisiik
laktozlu peynirlerde laktozun glukoz ve galaktoza pargalanmasindan Gtiirii glukoz ve
galaktoz konsantrasyonunda 7. gunde artma gozlenmistir. Glikoliz, peynir aromasini
etkileyen temel biyokimyasal olaylardan birisidir. Laktoz, LAB tarafindan laktik aside
doniisiir ve peynir pH’sinin diismesine neden olur (Ong, Henriksson ve Shah, 2007a). K1
ve diisiik laktzolu peynirlerin pH degerleri karsilastirildiginda diisiik laktozlu peynirlerin
pH degeri K1 peynirine oranla daha diisiiktiir. Diisiik laktozlu peynirlerde starter ve
probiyotik kultlrler laktozun parcalanma Grtinlerini metabolize ettigi ve peynir pH sinin
onemli diizeyde dustigii gozlemlenmistir. LC peynirinde glukoz konsantrasyonu
olgunlagsma suresinin basinda azalmaya baslamistir ve 30. giinde tiikenmistir. L.casei,
glukozu metabolize ederek peynir 6rneklerinde asetik asit ve laktik asit konsantrasyonunu

arttirdig1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.3. Peynirlerdeki sekerler ve organik asitler konsantrasyonlariin olgunlagma siiresince degisimi

Olgunlasma K1l K2 LA LC BB
Suresi (Gun)
Sitrik asit (ppm)
! 1739.01+21.97¢ 1679.47+7.70° 1613.17+11.65% 1601.65+3.762 1645.80+21.83"
30 1619.60+19.43¢ 1419.03+13.86° 1315.57+6.82% 1287.75+21.03% 1343.48+3.35°
60 1378.29+61.20° 1464.04+27.60% 1433.86+16.31% 1400.23+11.612 1495.58+20.89°
60 1704.49+48.56¢ 1640.31+3.40% 1469.74+42.80 1570.91+63.87% 1600.09+11.23
Pirdvik asit(ppm)
! 39.98+10.57% 48.96+3.28% 54.67+3.93° 38.52+6.11° 33.77+0.45%
30 63.67+9.11° 65.32+16.82° 91.96+4.72° 23.56+1.62° 44,55+3.32%
60 89.33+9.19¢ 98.71+2.30° 178.65+4.24¢ 20.33+1.142 44.39+0.68°
90 82.06+31.37° 99.13+2.12° 165.98+12.80° 16.41+0.45° 21.03+2.91°




€9

Cizelge 4.3. (devami)

Laktik asit (ppm)

7

13769.28+359.32% 13656.36+176.24% 14262.90+210.08° 15509.15+116.27¢ 13572.82+264.80°

30 13458.60+565.76° 13634.74+173.65° 13780.38+185.86° 16678.79+15.00° 13875.60+192.27°

60 12363.28+422.42° 13897.79+39.53° 14044.00+151.61° 18573.20+496.37° 15149.59+176.69°

90 12788.43+526.91° 13967.38+13.84° 14374.55+330.45" 20266.80+370.90° 16320.60+486.73°
Urik asit (ppm)

! 8.19+0.03° 9.83+0.08 9.08+0.09" 8.17+0.37° 10.17+0.23°

30 8.56+0.00" 10.08+0.58° 9.91+0.09° 7.19+0.31° 9.57+0.38°

60 8.50+0.25" 9.60+0.08° 9.42+0.415 6.67+1.05° 8.76+0.42"

%0 8.94+0.46° 11.040.13° 11.68+0.63° 7.48+0.13° 9.75:0.23"
Asetik asit (ppm)

/ 206.65+42.06° 155.78+33.6% 1974242 52 233.91+25.06° 212.95+20.99%

30 175.25+32.50° 138.67+2.55° 145.29+12.38° 228.62+3,34 169.05+6.82°

60 151.18+1.46° 149.86+32.32° 167.36+25.77° 282.61+24.21° 204.81+0.357

90 176.61+1.79° 238.26+6.99° 272.23+73.38° 481.63+104.91° 321.40+119,12%




¥9

Cizelge 4.3. (devami)

Laktoz (%)

7 1.77+0.03° 0.01+0.017 0.00+0.00? 0.00+0.00? 0.01+0.017
30 1.68+0.00° 0.00+0.00? 0.00+0.00? 0.00+0.00? 0.00+0.00?
60 1.58+0.08" 0.00+0.00? 0.00+0.00? 0.00+0.00? 0.01+0.0'2
90 1.64+0.02° 0.00+0.00? 0.00+0.00? 0.00+0.00? 0.00+0.00?
Glukoz (%)
7 0.0 0+0.002 0.19+0.01° 0.16+0.03¢ 0.05+0.02° 0.23+0.00¢
30 0.00+0.00? 0.18+0.00° 0.17+0.00° 0.00+0.00? 0.13+0.02°
60 0.00+0.00? 0.21+0.02° 0.21+0.00° 0.00+0.00? 0.11+0.00°
90 0.00+0.00? 0.17+0.00° 0.09+0.00? 0.00+0.00? 0.00+0.00?
Galaktoz (%)
7 0.05+0.00? 1.61+0.01¢ 1.61+0.00¢ 1.56+0.00° 1.60+0.02¢
30 0.06+0.012 1.60+0.02¢ 1.60+0.02¢ 1.48+0.02° 1.53+0.00°
60 0.06+0.01 1.59+0.032 1.61+0.022 1.30+0.10? 1.58+0.022
90 0.05+0.00% 1.58+0.01¢ 1.55+0.01¢ 1.17+0.04° 1.47+0.00°
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Sekil 4.17. Peynirlerdeki seker ve organik asit konsantrasyonlarinin olgunlagma siiresince

degisimi
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Sekil 4.18. Peynirlerdeki laktik asit ve purivik asit konsantrasyonlarinin olgunlagsma

stiresince degisimi

Ong, Henriksson ve Shah, (2007b) L. acidophilus, L. casei ve L. paracasei ve
Bifidobacterium sp. probiyotik kaltirler ile Gretilen cheddar peynirinde peynirin
proteolitik ve organik asit profiline olan etkisini aragtirmiglardir. Asetik asit
konsantrasyonu L. casei ve Bifidobacterium kulturleri iceren peynirlerde 6nemli diizeyde
daha fazla oldugunu gozlemlemislerdir. LC ve BB peynirlerinde, Bifidobacterium ve L.
casei probiyotik kiiltiirleri asetik asit iiretilmesini pozitif yonde etkilemislerdir. Ayrica,
calismada kullanilan peynir 6rnekleri incelendiginde laktik asit miktarinin LC peynirinde,
diger peynirlere oranla daha fazla oldugu goriilmektedir(p<0.05). Ayni1 sekilde calismada
LA ve K2 peynirlerinin asetik asit konsantrasyonlar1 arasinda 6nemli bir farklilik
gbzikmemektedir. Bu durum L. acidophilus’un metabolik Grin olarak asetik asit
tiretmedigini gostermektedir. Ayrica K2 ve LA peynirlerinde galaktoz miktarlarinda
onemli diizeyde bir farklilik gézlenmemistir. Bu sonug, L. acidophilus’un galaktozu

metabolize edemedigini gostermektedir.

Wang ve ark. (2009), soy ve sigir siitinde L. casei Zhang’in fermentasyon

karakteristiklerini incelemiglerdir vegaligmanin sonucunda L. casei Zhang’in glukoz,
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riboz, mannoz, fruktoz, galaktoz, siikroz, maltoz ve sorbitoli metabolize ettigini ancak
arabinoz, ksiloz, melibioz, rafinoz ve laktozun metabolize edilmesinin siirli diizeyde
oldugunu belirtmislerdir. LC peynirinde glukoz tamamen metabolize edilmis iken
galaktozun metabolize edilmesi sinirli diizeydedir. Bu sonu¢ Wang ve ark. (2009) yapmis

oldugu calismay1 desteklemektedir.

Heterofermentatif LAB, glukoz fosfoketolaz metabolik yolu ile glukozu privik asit
Uzerinden laktik asit, etanol ve CO2’e metabolize etmektedir. Plrivik asit seker
metabolizmasinin ara metabolitlerinden biridir (Wang ve ark., 2021). Peynir 6rneklerinde
laktik asit konsantrasyonu piirivik asit konsantrasyonunun azalmasi ile artmaktadir (Sekil
4.18). Aym sekilde olgunlagsma siiresince K1, K2 ve LA peynirlerinde piirivik asit
birikmistir ve laktik asit konsantrasyonunda olgunlasma siiresince énemli bir degisim
gozlenmemistir. Sekil 4.18’de peynir Orneklerinde piirivik asit ve laktik asit

konsantrasyonlarinin degisimi verilmistir.

4.4. Ucucu Bilesik Analiz Sonuclari

Bilesen denklik teorisine gore peynir aromasi, ¢esitli aroma bilesenlerinin dogru
konsantrasyon ve oranlardaki kombinasyonlari ile olugsmaktadir. Ugucu lezzet bilesenleri,
peynir olgunlagma slresince 3 farkli metabolik yol ile olugmaktadir. S6zii edilen
metabolik biyokimyasal yollar asagidaki gibidir (McSweeney ve Sousa, 2000; Hassan,
Abd El-Gawad ve Enab, 2012).

1- Kazein parcalanmasi (proteoliz),
2- Serbest yag asitlerinin ag1ga ¢ikmasi (lipoliz),

3- Kalint1 laktoz ve sitrat metabolizmasi.

Olgunlagsma siresince peynir orneklerindeki ugucu lezzet bilesenlerindeki degisimler
SPME- GC-MS ile tespit edilmistir.
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Sekil 4.19. Olgunlasma siiresince peynir 6rneklerinde ugucu bilesen analizi

Peynir 6rneklerinin olgunlagsma siiresince ugucu bilesenleri arasindaki farklilik Temel
Bilesen Analiz (PCA) yontemi ile istatistik yapilarak belirtilmistir. Yapilan PCA
analizinde peynir Orneklerinin olgunlagsma siiresine gore birbirlerinden ayrildigi
goziikkmektedir ve peynir 6rneklerinin gruplandirilmasi Sekil 4.19°da verilmistir. Kontrol
peynirleri (K1 ve K2) PCA analizinde 7. giin olgunlagma siiresindeki peynir gruplarina
yakin yer almistir. Ancak LC ve BB peynirlerinin ugucu bilesenleri kontrol peynirlerine
gore farklilik gostermektedir. Peynir 6rneklerinde probiyotik kiiltiir kullanimi ugucu

bilesen olusumunu etkiledigi Sekil 4.19’da goziikmektedir.
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Sekil 4.20. a) Peynir 6rneklerinin olgunlagma siiresince PC1 ayirimda etkili olan ugucu
bilesenler b) Peynir 6rneklerinin olgunlasma siiresince PC2 ayirimda etkili olan ugucu

bilesenler

Sekil 4.20a ve Sekil 4.20b’de sirastyla PC1 ve PC2 deki ayirimda etkili olan ugucu
bilesenler verilmistir. PC 1 de 2-propanon, etanol, 2,3-bitandion, 2 heptanon, 3-hidroksi
2-bitanon, 2,4-hekzadienal, asetik asit, propiyonik asit, bitanoik asit, hekzaonik asit,

oktanoik asit ve dekanoik asit etkili olan ugucu bilesenlerdir. PC2 ayiriminda etkili olan
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ucucu bilesenler ise 2-propanon, 2-bitanon, etanol, 2,3 bltandion, hekzanal, 2-heptanon,
3-metil 3-biiten 1-ol, 3-hidroksi 2-biitanon, 2,4-hekzadienal, asetik asit, 2,4 hekzadien 1-
ol, butanoik asit, hekzanoik asit, oktanoik asit, 2,4 hekzadienoik asit, nonanoik asit,

dekanoik asit, ve benzoik asittir.

Asitler, aldehitler, esterler, ketonlar, laktonlar ve siilfiir bilesenleri peynirde olgunlasma
stiresince olusan temel aroma bilesenleridir. Probiyotik peynirlerde glikoliz yolu ile
olusan asitler farkli aromalar ile peynirin duyusal 6zelliklerine katki saglamaktadir
(Rolim ve ark.., 2020) ve asetik asit, butanoik asit, hekzanoik asit ve oktanoik asit
peynirlerde en bol bulunan ugucu bilesenlerdir (Tekin ve Hayaloglu, 2023). Yapmis
oldugumuz calismada asetik asit, propiyonik asit, biitanoik asit, hekzanoik asit, oktanoik
asit, 2,4 hekzadienoik asit ve dekanoik asit en bol bulunan karboksilik asitlerdir.
Calismamizda kullanilan peynirlerin aroma sonuglar1 karsilastirildiginda en bol bulunan
aroma bilesenleri asitler ve daha sonra alkollerdir. Tekin ve Hayaloglu, (2023)
peynirlerde karboksilik asit Gretiminin starter kiltiir ve ek kiltiir kaynakli oldugunu
belirtmislerdir. Peynir Orneklerinin ugucu bilesen agisinda gruplanmasinda iiretilen
karboksilik asitlerin etkili oldugu goriilmektedir (Sekil 4.20a). Bu durum peynir

orneklerinde farkli probiyotik kiiltiir kullanimindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

Ong ve Shah (2009), cheddar peynirinde olgunlasma sicakliginin probiyotik
mikroorganizmalar tzerine olan etkisini incelediklerinde L. casei sp. ve Bifidobacterium
sp. inokdle edilen peynirlerde asetik asit konsantrasyonunun kontrol peynirlerine oranla
daha yiiksek oldugunu gozlemlemislerdir. Yapmis oldugumuz ¢alismada, asetik asit, PC1
ve PC2’nin ayiriminda yogun bir sekilde etkili olan ugucu bilesenlerden biridir. Sekil
2.19°da LC ve BB peynirlerinin farkli bir grup olarak birlesmesi olgunlasma siiresince
diger peynirlere oranla daha fazla asetik asit liretmesi olabilir. Bu sonucu organik asit

analizi sonuglari da desteklemektedir (Cizelge 4.3).

Metil ketonlar 6nemli SY A’1 metabolitidir. Serbest yag asitleri az miktarda bulunduklari
zaman CO: okside olabilir ya da diisiik miktarda ketonlara doniisebilirler. Kisa zincirli
SYA’leri peynir orneklerinde uzun zincirli SYA’lerine oranla daha diisiik miktardadir

(Collins, McSweeney ve Wilkinson, 2003). Olgunlasma siiresince SY A metil ketonlara
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dontismektedir. 2-propanon, 2-bitanon, 2,3-butandion, 2 heptanon, 3-hidroksi 2-biitanon
diisiik laktozlu probiyotik ve kontrol peynirlerinin PCA analizinde ayrilmasinda etkili
olan keton bilesenleridir. 3-hidroksi 2-biitanon (asetoin) PC2 ayiriminda etkili olan ana
bilesenlerdendir. Alkan 2-on’lar ikincil alkollere indirgenebilir. Lactobacillus turleri,
aspartik asit Gzerinden aminotransferaz aktivitesi sonucunda oksaloasetat formundan

diasetil ve asetoin Uretebilmektedirler.

Aldehitler, diisiik algilanma esikleri nedeniyle peynir aromasi iizerinde 6nemli bir etkiye
sahip olabilir vepeynirde gegici bilesiklerdir ¢iinkii hizla birincil alkollere indirgenirler
veya ilgili asitlerine oksitlenirler. Benzaldehit, Strecker reaksiyonu yoluyla
fenilalaninden tiretilen fenilasetaldehitin oksidasyonu ile dretilebilir (Kondyli, Pappa ve
Svarnas, 2016). Hekzanal ve 2.4 hekzandial, diisiik laktozlu probiyotik ve kontrol
peynirlerinin PCA analizinde ayrilmasinda etkili olan aldehit bilesenleri iken, 3-metil 3-
biten 1-ol ve 2,4 hekzadien 1-ol ise alkol bilesenleridir.

SYA’larn metil ketonlarin, esterlerin, ikincil alkollerin, laktonlarin ve alkanlarin oncii
bilesenleridir. Asitler ile alkollerin esterifikasyonu sonucunda yiiksek aromatik 6zellige
sahip olan esterler olusmaktadir. Esterler, peynirde meyvemsi tattan sorumludur.
Laktonlar, su varliginda hidroksi asitlerin molekiiller i¢i esterifikasyonu sonucunda
olusmaktadir. Laktonlarin peynirde varligr yiiksek diizeyde lipoliz oldugunu
gostermektedir. (Tekin ve Hayaloglu, 2023). Diisiik laktozlu probiyotik ve kontrol
peynirlerinde PCA ayiriminda esterler ve laktonlar etkili olmamistir. Peynir 6rneklerinde

olusan esterler ve laktonlar eser miktardadir.

4.5. Teksttrel Analiz Sonuglar

Peynirdeki ana yap1 olusturucu bilesen, i¢inde yag kiireciklerinin hapsoldugu kazein
matrisidir; su veya serum hem kazeine baglidir hem de matrisin bosluklarini
doldurmaktadir. Bu ag yapist, protein, yag ve suyun nispi igeriginden ve ayrica depolama
sirasinda neredeyse siurekli olarak meydana gelen biyokimyasal faaliyetlerden kritik
olarak etkilenmektedir (Gunasekaran ve Ak, 2003). Diisiik laktozlu probiyotik UF

71



peynirlerinde 90 giin olgunlasma siiresi boyunca sertlik degerlerindeki degisimler Sekil

4.21’de incelenmistir.

Sertlik, ornege birinci sikistirmada uygulanan maksimum kuvvettir (N) (Tunick, 2000).
Sekil 4.21°da peynir orneklerinde olgunlagsma siiresince sertlik degerlerindeki degisim
verilmistir. Peynir 6rneklerinde sertlik degerleri 4.41 N ile 2.64 N arasinda degismektedir.
Olgunlasma ile peynir 6rneklerinin sertlik degerlerinde artma ve azalmalar gézlenmistir;
ancak 90. giinde peynir 6rneklerindeki sertlik degeri 7. giine gore azalma gostermistir.
Kontrol peynirlerinde (K1 ve K2) sertlik degerleri olgunlagma boyunca genel olarak
azalma gorilmektedir. Eghbalian, (2017) ve Bulat, (2017)’in yapmis oldugu ¢aligmalar

sonuc¢larimizi desteklemektedir.

7. GUn 30. Gln 60. Gin 90. Gln
EKl1 mK2 mLA mLC mEBB

Sertlik (N)
w »
o o

N
o
I

=
o
I

Sekil 4.21. Peynir 6rneklerinin olgunlagma siiresince sertlik (N) degerlerindeki degisim

Olgunlagsma siiresince peynirde meydana gelen dokusal degisikliklerin iki asamada

meydana geldigi distiniilmektedir. Olgunlasmanin ilk iki haftasinda o-s1 kazeinin

yaklagik olarak %20’si1 hidrolize edilir ve kazein ag1 biiytik 6l¢iide zayiflar. Ortaya ¢ikan

a-S1-1 peptidi peynirin yumusamasina neden olur. Bu peptit olgunlagmanin ilk agamasinda

tim peynirlerde bulunur. Olgunlasmanin ikinci haftasindan itibaren proteolitik degisimler
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kademeli olarak artar. Bu agamada her peptit boéllnurken, iki yeni iyonik grup tretilir. Bu
gruplar, protein zincirlerinin ¢6ziinmesini artirarak peynir matriksindeki serbest su
miktarini azaltir. Boylece cheddar tipi peynir yaslandikga sertlesir (Gunasekaran ve Ak,
2003). L. casei ile dretilen cheddar peynirinde olgunlasma periyodunca sertlik
degerlerinde azalma oldugunu belirtmislerdir (Ong, Henriksson ve Shah, 2007b). Bu

sonucu bizim ¢alismamizda desteklemektedir.

4.6. Duyusal Analiz Degerlendirme Sonuglari

Farkli probiyotik mikroorganizma kullaniminin diisiik laktozlu UF peynirlerinin duyusal
Ozelliklerine olan etkisini incelemek icin 7., 30., 60, ve 90. glinde peynir ¢rneklerine
duyusal analiz yapilmistir. Bu amagla Hacettepe Universitesi yiiksek lisans dgrencileri ve
ogretim gorevlilerinden olusan 6 kisilik bir grup tadim yapmuistir. Peynir 6rneklerinin
duyusal degerlendirilmesinde kullanilan sablon Ek 1°de verilmistir. Diisiik laktozlu UF
peynir 6rneklerine ait goriiniis, kitle, koku, tat ve kabul edilebilirlik 6zelliklerine iliskin

duyusal degerlendirme sonuglar1 Sekil 4.22°te verilmistir.

Sekil 4.22 incelendiginde probiyotik Klltir ve B-galaktosidaz enzimi kullanimi peynir
orneklerinin koku, kitle ve goriisiinde 6nemli diizeyde bir farklilik olusturmamaktadir ve
-galaktosidaz ve probiyotik kiiltiir kullanimina bagli olarak olgunlagmanin basindan
itibaren peynir drneklerinin tat, acilik degeri ve toplam kabul edilebilirlik degerlerinde

farklilik gozlenmistir.
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Asetat, peynirlerde probiyotik bakteriler (Lactobacillus ve Bifidobacterium) veya starter
bakterilerin metabolik aktivitesi sonucunda yiiksek konsantrasyonlarda olusabilir. Asetat
peynir aromasina katki saglar ancak yiiksek konsantrasyonu peynirlerde istenmeyen tat
olusumuna neden olabilir. Bifidobakter, fruktoz 6-fosfot metabolik yolu ile glukoz
metabolizmasinin son iiriinii olarak asetik asit iiretirler. Bu fermentasyon metabolik yolu
sonucunda 2 mol glukozdan 3 mol asetik asit ve 2 mol laktik asit olugsmaktadir (Karimi,
Sohrabvandi ve Mortazavian, 2012). LC ve BB peynirlerinde olgunlasma siiresince
onemli diizeyde laktik asit ve asetik asit iiretimi olmustur. Bu sonug¢ peynirlerde 60.
giinden itibaren duyusal olarak da algilanmistir ve peynirlerde olusan rahatsiz edici tat

peynirin kabul edilebilirligini olumsuz yonde etkilemistir.

Peynir oOrneklerinin toplam kabul edilebilirlik degerlerindeki degisim Sekil 4.23°te
verilmistir. Olgunlagma ile LC ve BB 6rneklerinin toplam kabul edilebilirliginde 6nemli
diizeyde azalmalar gozlemlenmistir (p<0.05). Diisiik laktozlu probiyotik peynirlerin
toplam kabul edilebilirligi 60. giinden itibaren belirgin bir sekilde 6nemli diizeyde
azalmaktadir. LA peynirinin duyusal analiz sonuglari1 incelendiginde kontrol peynirine

(K2) en yakin peynir oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.23. Peynir 6rneklerinin toplam kabul edilebilirlik degerlerindeki degisim
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5. YORUM

Bu calismada 3 farkli probiyotik Kultur ile diisiik laktozlu probiyotik beyaz peynir

tiretilmistir. Farkli probiyotik Kilttrlerin (L. acidophilus, L. casei ve B. bifidum) 90

giinliik olgunlagma siiresince peynirin mikrobiyolojik, fiziksel, kimyasal, biyokimyasal

ve duyusal 6zelliklerine olan etkisi arastirilmistir. Calismada laktozlu ve diisiik laktozlu

olmak tizere 2 farkli kontrol peyniri mevcuttur. Arastirma sonucunda elde edilen sonuglar

asagida 6zetlenmistir.

Klinik ¢aligmalara gore probiyotik iiriin minimum 6-8 log kob/g probiyotik canli
mikroorganizma igerdigi zaman konakg¢1 lizerinde terapotik etki gostermektedir
(Zieli ve ark.,, 2018). LA, LC ve BB peynirlerinde olgunlagsma siiresince
probiyotik mikroorganizma sayisi en diisiik 7.25 log kob/g olarak tespit edilmistir.
UF peynir, salamurasi ile muhafaza edilen bir peynir tiiriidiir. Uretim esnasina
peynirde mineral kaybi olmamaktadir. Bu durum peynirin tamponlama
kapasitesini arttirarak mikroorganizmalarin canlilifin1 koruyabilmesi i¢in iyi bir
ortam olusturabilmektedir. Probiyotik mikroorganizmalar starter kultiire ek olarak
7 log kob/g olacak sekilde ilave edildiginde 90. giinde peynirlerde probiyotik
mikroorganizma sayis1 7 10g kob/g’in iizerinde tespit edilmistir. Diisiik laktozlu
probiyotik peynir Uretiminde ilave edilen 7 log kob/g sayist son driinde hedef
saymin tutturulmasi i¢in yeterli oldugu tespit edilmistir. Probiyotik
mikroorganizmalar raf 6mri boyunca peynir 6rneklerinde canliliklarini korudugu

gortlmektedir.

L. acidophilus diger probiyotik kiltiirlere (L.casei ve B. bifidum) gbre peynirde
canliligint stabil bir sekilde korumaktadir. LC peynirinde L. casei 90 gin
olgunlagsma siiresi sonunda 1 log kob/g oraninda azalma gostererek raf omrii
sonunda 7.25 log kob/g olacak sekilde canliligimi siirdiirmiistiir. LC ve BB
peynirinde probiyotik mikroorganizma sayisi 30. gunden itibaren belirgin bir
sekilde azalmaya baslamistir. Ayni sekilde peynir orneklerinde 30. glinden
itibaren asetik asit ve laktik asit konsantrasyonunun artmasina bagli olarak peynir
pH’sinda 6nemli diizeyde diistisler gozlenmistir (p<0.05). Bu durum LC ve BB
peynirlerinin  olgunlagsma siiresince duyusal olarak kabul edilebilirliginide

olumsuz yonde etkilemektedir.
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Diisiik pH ve fermente edilebilen karbonhidratin azalmasina bagl olarak kontrol
ve diisiik laktozlu UF peynirinde laktokok sayisinda olgunlagma stiresince azalma
gozlenmistir. L. casei ve B. bifidum igeren diisiik laktozlu probiyotik UF
peynirinde laktokok canli mikroorganizma sayist1 onemli diizeyde farklilik
gostermektedir (p<0.05). Diisiik pH, laktokoklarin canliligini siirdiirmesine izin
vermemektedir. Bu sebeple LC peynirinde 60. glinden itibaren; BB peynirinde ise
90. glinden itibaren laktokok tespit edilememistir. Diisiik pH aym1 zamanda
probiyotik mikroorganizmalarin 30. giinden itibaren azalmasina neden olmustur.
Bu agidan secilen ek probiyotik kdlttrlerin post asidifikasyona olas1 etkilerine
dikkat edilmelidir.

Peynirin pH degeri probiyotik kdltlrlerin canliligi igin 6nemli bir kriterdir.
Laktokoklar ve LAB, pH 4.5-4.7 arasinda canliligini siirdiirmekte ve
gelisebilmektedirler. pH diisiisii LAB’1n gelisimi iizerinde stres olusturmaktadir.
LC ve BB peynirlerin pH degeri olgunlasma periyodunda 6nemli derecede diisiis
gostermistir. 90. glinde peynir pH s1 sirasiyla LA, LC ve BB’de 4.62, 4.20 ve
4.39’dur. Diisiik pH degerine ragmen diisiik laktozlu UF peyniri L. casei ve B.
bifidum’un tiiketicilere ulasabilmesi igin iyi bir tasiyici oldugunu gostermektedir.
[B-galaktosidaz enzimi ile laktoz glukoz ve galaktoza pargcalanmistir. Bu durum
fermente edilebilen seker miktarinin artmasini saglamistir. Boylece mikrobiyel
aktiviteye bagl olarak peynir pH’sinda K2 peynirinde K1 peynirine oranla daha
fazla distis gbzlenmistir. Diistik laktozlu probiyotik UF peynirin pH degeri,
olgunlasma siiresince probiyotik mikroorganizmalarin laktik asit ve diger organik
asitleri liretmesi sebebi ile kontrol peynirine (K2) oranla énemli diizeyde diisiis
gostermistir (p<0.05). Ayn1 zamanda K2 peynirinde fermente edilebilen seker
miktarinin K1’e¢ kiyasla daha fazla olmasi starter laktokoklarin daha iyi

gelisebilmesi i¢in bir ortam olusturmustur.

pH peynirde bir¢ok olay1 etkileyen énemli bir parametredir. Peynir pH’sindaki
degisim tirlinlin tekstiirel, duyusal, kimyasal ve mikrobiyolojik 6zelliklerini
etkilemektedir. pH dusiisiine bagli olarak proteinlerin su tutma kapasitesi

azalmakta ve iirtinde sineresis dedigimiz su salma olay1 olusmaktadir. Peynir
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orneklerinde olgunlasma siiresince pH diislisline bagli olarak nem kayb1 olmustur
ve peynirlerin % KM oranlarinda artis gézlenmistir. Bu UF beyaz peynirlerde

randiman ac¢isindan olumsuz bir durumdur.

Birincil proteoliz suda ¢Ozilinlir azot olusumundan sorumludur. Peynir
orneklerinde olgunlasma stiresince SCA azot miktarlar incelendiginde diisiik
laktozlu probiyotik UF peynirde probiyotik kiltir kullaniminin birincil proteolizi
etkilemedigi goriilmektedir. Olgunlagsma ile pihtilastirict enzimler kazeini
parcalayarak orta ve kiigiilk boyutlu peptitler olusturmaktadir. Bu parcalanma
reaksiyonu sonucunda SCA miktarinda artma gozlenmistir ve bu durum
olgunlagma siiresince pihtilastirict enzimlerin aktivitesinin devam ettigini
gostermektedir. K2 o6rneginde %12’lik TCA’da ¢Ozliniir azot miktar1 f-
galaktosidaz enzimi kullanimina bagli olarak 30. giinde onemli diizeyde
artmaktadir (p<0.05). Ticari enzim preperati; p-galaktosidaz ve diisiik diizeyde
proteaz ihtiva etmektedir (Enzim preparatinin teknik  Gzelliklerinde
bildirilmektedir). Olgunlasma siiresince probiyotik kilturlerin peptidaz aktivitesi
devam ettigi i¢in toplam serbest aminoasit miktarinda onemli diizeyde artis
olmustur ve bu durum probiyotik kiltir kullanimina bagli olarak ikincil
proteolizde artis oldugunu gostermektedir (Sekil 4.8) (p<0.05). Bu durum ugucu
organik bilesenlerin olgunlagma siiresince artmasini katkida bulunmus olabilir.
Olgunlasma siiresince probiyotik Kiltlr kullanimina bagli olarak a-s1 kazein ve

B-kazein fraksiyonlarinda g6zle gorinir belirgin bir farklilik gbzlenmemistir.

LC ve BB peynirlerinde SYA miktar1 kontrol ve LA peynirine kiyasla 6nemli
Olgiide daha fazladir (p<0.05). Bu durum LC ve BB peynirlerinde lipolizin
probiyotik kiiltiir kullanimina bagli olarak arttigin1 gostermektedir. Peynir
orneklerinde coklu doymamis yag asitleri 6zellikle, palmitik asit (C16:0) diger
SY A’larina kiyasla daha fazladir. Olgunlasma siiresince peynir 6rneklerinde SYA
miktar1 ve dolayisiyla lipoliz olayinda artis gozlenmistir. Disiik laktozlu
probiyotik UF peynirinde SY A miktar1 (mg/kg peynir) Cizelge 4.2°de verilmistir.
K1 ve K2 peynirlerinde olgunlagma siiresince SY A miktarlarinda 6nemli diizeyde
farklilik g6zlenmemektedir. Bu durum laktaz enzimi kullaniminin SY A miktarini

onemli diizeyde etkilemedigini gostermektedir.
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[-galaktosidaz enziminin vicutta yetersiz dretilmesi durumunda bireylerde
gastrointestinal semptomlarina neden olmaktadir. Laktoz intoleransi olarak
adlandirilan bu rahatsizligin tek tedavi yontemi laktozun diyetten ¢ikarilmasidir.
K1 peynirinde olgunlagma siiresince laktoz miktarinda 6nemli diizeyde bir
degisim olmamistir. Ultrafiltrasyon ile peynir iiretimi esnasinda laktozun bir
kismi permeatta kalmakta ve olgunlagsma siiresince starter kiiltiir tarafindan
metabolize edilmesine ragmen tamamen uzaklagtirllamamaktadir. Bu sebeple
diisiik laktozlu UF peyniri tretiminde [-galaktosidaz enzimi ile laktozun
uzaklastirilmas1  gerekmektedir.  Dusiik  laktozlu  peynirlerin  laktoz
konsatrasyonunun %1’in altinda olmasi gerekmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda

tiretilen diisiik laktozlu peynirlerin laktoz konsantrasyonu %1 in altindadir.

Olgunlagma stiresince glikoliz, lipoliz ve proteoliz olay1 sonucunda ugucu aroma
bilesenleri olugsmaktadir. Bu ¢calisma kapsaminda peynir 6rnekleri arasinda ayirim
saglayan ucucu bilesenler 2-propanon, 2-butanon, hekzanal, etanol, 2,3-
butandion, 2 heptanon, 3-metil 3-biten 1-ol, 3-hidroksi 2-bitanon, 2,4-
hekzadienal, 4 hekzadien 1-ol, asetik asit, propiyonik asit, bitanoik asit,
hekzaonik asit, oktanoik asit, dekanoik asit ve benzoik asittir. Peynirlerde
olgunlagma siiresi ugucu bilesenlerin ayiriminda etkili bir faktérdir. Bu durum
gliloliz, lipoliz ve proteolize bagli olarak degisimlerin olgunlasma siiresince
devam ettigini gostermektedir. LC ve BB peynirlerinde L. casei ve B. bifidum

kullanimi1 ugucu bilesen analizini 6nemli 6lgiide etkilemektedir (Sekil 4.19).

Peynirin pH’s1 ve olgunlagma boyunca devam eden proteoliz peynirin tekstirel
Ozelliklerini etkilemektedir. Peynir 6rneklerinde 60. giinde pH diisiisii olmakla
birlikte sertlik degerlerinde azalma gozlenmistir. Peynir 6rneklerinde olgunlagma
stresince proteolizin devam etmesi 90. giinde peynir orneklerinin sertlik
degerlerinin azalmasina ve slrllebilir 6zelliklerinin artmasini saglamaktadir.
Probiyotik kiltir ve pB-galaktosidaz enzimi kullanimi peynir Orneklerinin
goriiniisiinde 6nemli diizeyde bir farklilik olusturmamistir. Ancak olgunlagma
siresince kalint1 f-galaktosidaz enziminin proteolitik aktivitesi devam etmektedir
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ve bu durum disiik laktozlu peynir orneklerinde aci tadin olusumuna neden
oldugu diistinlilmektedir. Peynirlerin olgunlasma siiresince kabul edilebilirlik
degerleri incelendiginde LC ve BB peynirlerinde yogun eksi tat ve kirilganliginin
fazla olmasi kabul edilebilirliginin 6nemli diizeyde azalmasina neden olmustur.
LA peynirinde olgunlagsma siiresince pH degerinin kontrol peynirleri ile 6nemli
diizeyde farklilik olusturmamasi duyusal olarak kabul edilebilirligini 6nemli
dizeyde arttirmistir. Aymi zamanda raf Omrii siiresince probiyotik canli
mikroorganizma sayisinin 7 log kob/g’1n tizerinde olmas L. acidophilus’un diistik

laktozlu probiyotik UF beyaz peyniri igin iyi bir tastyici oldugunu gostermektedir.
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EKLER

EK 1 — Peynir ornekleri icin duyusal muayene degerlendirme puanlari

DEGERLENDIRME KRITERLERI PUAN
0§ GORUNUM VE RENK
Kendine o6zgu dizgin parlak beyaz, homojen we dizgun prizmatik 10

gorindmld bozulmamig kahp
Mat. Soluk beyaz renk ve kesit ylizeyinde birkag delik ve gizenek

Homojen clmayan goranim

Bir dmek olmayan renk dagilim; T
Didzgin olmayan prizmatik gdrindm G*
Parcalanan catlak kalp, fazla sayida delik ve gdzenek, esmerimsi ve “5
anormal renk, kiofld gdrindm

TAT

Kendine dzgl tat 10
Maya tadi veya pigmig tat 9
Tuzlu tat 8
Eksi tat T
Tathms1 veya yavan tat 6*
Metalik, kifli, ac, ransit veya amonyak tadi <5
KOKU

Kendine dzgl koku 10
Mayamsi koku 9
Ekgimsi koku

Kafumsa koku i
Yabanci, hayvansal koku, yem veya ot kokusu %86
YAPI

Dizgln, porizedz, lekesiz, homojen kesit, fazla sert veya fazla yumusgak 10
clmayan

Kurnu ve sert yapi 9
Dagiabilen yam a8
Lekeli kesit T
Kaygan yapi 6*
Kumilu, elastiki, yumugak ve 1slak, yank ve gatlak, erimig yam 5
TOPLAM KABUL EDILEBILIRLIK

Cok begendim 5
Tuketebilirim

Dazeltilmeli 3
Hig begenmedim 1-2
ACILIK DERECESI

Acilik yok 0
Cok az aci 1
Belirgin acilik 2
Cok acilik 3
Agin acilik 4
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