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Bu ¢aligmanin amaci, enzim teknolojisi ile tiretilen Enzim modifiye peynirden (EMP)
Superkritik karbondioksit ekstraksiyon (SC-COz) metoduyla konsantre peynir aromasi
elde etmektir. Bu amacla c¢alisma kapsaminda klasik Ezine peyniri ve EMP Ezine
peynirinden SC-CO; yontemiyle peynir aromasi ekstraksiyonu gercgeklestirilmistir.
Calismada, SC-CO2’nin peynir aromasi eldesinde kullanilmasi igin prosediiriin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla ¢aligmadaki ekstraksiyon parametreleri; 35 °C, 45
°C ve 55 °C sicaklik; 100 bar, 200 bar ve 300 bar basing; % 0, % 4 ve % 8 yardimci
¢cOziicii konsantrasyonu olmak {izere 3 parametrenin 3 diizeyi i¢in 27 farkh
kombinasyondadir. Iki peynir ¢esidi igin toplam 54 ekstraksiyon yapilmustir.
Ekstraksiyon stiresi 90 dk, COz akis hiz1 5 g/dk olarak uygulanmistir.

Peletlerde yapilan kuru madde sonuclarina goére etanollii ekstraksiyonlarda kuru

maddenin ortalama % 20 diisiis gosterdigi, etanolsiiz orneklerde ise ortalama % 8
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yiikseldigi gézlenmektedir. Peletlerde % yag degisimi % 80.40 ile en yuksek oranda CCC
(55 °C, 300 bar, %0 etanol) 6rneginde ve % 34 ile YZX (45 °C, 300 bar, %0 etanol)
peletinde gozlenmektedir. pH degeri Ezine peyniri i¢in 4.90’dan BCB (45 °C, 300 bar,
% 4 etanol) o6rneginde 4.24’¢, EMP Ezine peyniri i¢in 4.90’dan ZXY (55 °C, 100 bar,
% 4 etanol) orneginde 4.25°e kadar diisiis gostermistir. Peletlerde titrasyon asitligi degeri
belirgin bir farklilik gostermemistir. Ezine peyniri i¢in % protein acisindan peletlerde
azalan % yag miktarina bagl olarak protein degerinde gorece artis gézlenmistir. EMP
Ezine peynirinde ise % protein degerinde degisim daha sinirli olmustur. Toplam serbest
amino asit konsantrasyonu sonucglarinda ise peynir Ornekleri ile kiyaslandiginda

peletlerde genelde bir artig oldugu tespit edilmistir.

Ekstraktlarda titrimetrik yontem ile serbest yag asidi analizi yapilmistir. Ezine peyniri
ekstraklari i¢in en yiiksek asit sayis1 2603.4 mg KOH/kg ekstrakt ve EMP Ezine peyniri
i¢in en yiiksek asit sayis1 6287.1 mg KOH/kg ekstrakt ile 55 °C, 100 bar ve % 0 etanol
konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyondan elde edilmistir. EMP Ezine peynirinden elde
edilen ekstraktlarda serbest yag asidi miktarinin Ezine peynirine kiyasla yaklasik 2.5 kat
daha fazladir.

Ekstraktlarda ve peletlerde aroma bilesimini ve ektraksiyon kosullarinin degisiminin
aroma bilesimine etkisini gézlemlemek amaciyla ugucu bilesik analizi (GC-MS-SPME)
yapilmistir. Ugucu bilesik analizinin degerlendirilmesinde temel bilesen analizi (PCA)
kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlar ugucu
bilesik bazinda EMP Ezine peyniri ekstraklarindan belirgin sekilde ayrilmaktadir. Ayirim
Ezine peyniri ekstraklari igin aldehitler (2-nonenal, 2-oktenal, 2-nonenal) ve yag asidi
esterleri (bltanoik asit, pentil ester, propanoik asit, 2-hidroksi,ctilester) bazinda
gerceklesmistir. EMP Ezine peyniri icin ise yag asitleri bazinda (heptanoik asit, oktanoik

asit, biitanoik asit) gerceklesmistir.

Ekstrakstlarin DSC ile termal analizinde elde edilen sonuglara gore Ezine peyniri
ekstraktlarinda basing artigina bagli olarak trigliserit miktarinin artis gosterdigi tespit

edilmistir. 55 °C, 300 bar ve % 0 etanol ekstraktinda (CCA) kristalizasyonun basladig:
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Tonset sicakligr 4.38 °C’ye yiikselmistir. CCA 6rneginde artan trigliserit miktarina bagl
olarak son erime sicakliginin maksimum noktasinda 24.06 °C’ye kadar yiikseldigi
gozlenmektedir. EMP peyniri 35 °C, 300 bar ve % 0 etanol ekstraktinda (XZX) ise
kristalizasyonun basladigi Tonset sicakligi -6.65 °C’ye yiikselmistir. 55 °C, 200 bar ve
% 0 etanol ekstraktinda (ZY X) son erime sicakliginin maksimum noktasinda -0.60 °C’ye
kadar yiikseldigi gozlenmistir. EMP Ezine peynirinin ekstraktlarinda trigliserit miktarinin
az olmasma bagl olarak kristalizasyon ve erime sicakliklarinin daha diisiik oldugu

g6zlenmektedir.

Ekstraktlarda yapilan duyusal analiz sonucglarina gore Ezine peyniri ekstraklari
meyvemsi, keskin ve okside olarak tanimlanmistir. EMP Ezine peynirinin ekstraktlari ise
meyvemsi, keskin, tereyagimsi, okside ve hayvansal koku olarak tanimlanmistir. EMP
Ezine peynirinin ekstraktlarinin aroma yogunlugunun hammaddeden daha fazla oldugu
goriilmektedir. Tiim sonuglar dikkate alindiginda, SC-CO. yonteminin konsantre peynir

aromast eldesinde basarili olabilecegi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Enzim modifiye peynir, stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu
(SC-COy2), peynir aromasi, Ezine peyniri, enzim modifiye peynir aromasi, siiperkritik

akiskan ekstraksiyonu
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The aim of this study was to obtain concentrated cheese flavor from Enzyme modified
cheese (EMC) by using the Supercritical carbon dioxide extraction (SC-CO2) method.
For this purpose, cheese flavor extraction was performed from classical Ezine cheese and
EMC Ezine cheese by SC-CO, method. In this study, it was aimed to determine the
procedure for the use of SC-CO- to obtain cheese flavor. For this purpose, the extraction
parameters used in the study as follow; temperature of 35 °C, 45 °C, and 55 °C; pressure
of 100 bar, 200 bar, and 300 bar; co-solvent concentration of 0 %, 4 %, and 8 %. A total
of 54 extractions were made for two types of cheeses in 27 different combinations for 3

levels of 3 parameters. The extraction time was 90 min and the CO: flow rate was 5 g/min.

According to the dry matter results of the pellets, it is observed that the dry matter
decreased to 20 % in ethanol extractions and increased to 8 % in the non-ethanolic

samples. The highest percentage of fat changes of pellets was 80.40 % in CCC (55 °C,
\Y;



300 bar, % 0 ethanol) sample and 34 % in YZX (45 °C, 300 bar, % 0 ethanol) pellet.
The pH value decreased from 4.90 to 4.24 for the BCB sample at Ezine cheese, and
decreased from 4.90 to 4.25 for the ZXY sample at EMC Ezine cheese. The titration
acidity value in the pellets did not show a significant difference. For Ezine cheese, a
relative increase in protein value was observed due to the decrease in the amount of fat in
the pellets in terms of % protein. In EMP Ezine cheese, the change in % protein value
was limited. It was determined that there was an increase of total free amino acid

concentration in the pellets compared to the cheese samples.

Free fatty acid analysis was performed on the extracts by a titrimetric method. The highest
acid number for Ezine cheese extracts was 2603.4 mg KOH/kg extract, and the highest
acid number for EMC Ezine cheese was 6287.1 mg KOH/kg extract obtained from the
extraction at 55 °C, 100 bar, and 0 % ethanol concentration. The amount of free fatty
acids in the extracts obtained from EMC cheese is approximately 2.5 times higher than

in Ezine cheese extracts.

Volatile compound analysis (GC-MS-SPME) was carried out to observe the aroma
composition of extracts and pellets and the effect of changes in extraction conditions on
flavour composition. Principal component analysis (PCA) was used to evaluate the
volatile compound analysis. According to the results, the extracts obtained from Ezine
cheese clearly differ from EMP Ezine cheese extracts based on volatile compounds. The
distinction for Ezine cheese extracts was based on aldehydes (2-nonenal, 2-octenal, 2-
nonenal) and fatty acid esters (butanoic acid, pentyl ester, propanoic acid, 2-hydroxy,
ethyl ester). For EMP cheese, it was based on fatty acids (heptanoic acid, octanoic acid,

butanoic acid).

According to the results obtained in the thermal analysis of the extracts with DSC, it was
determined that the amount of triglycerides in the Ezine cheese extracts increased due to
the increase in pressure. At 55 °C, 300 bar, and 0 % ethanol extract (CCA), the Tonset
temperature at which crystallization started increased to 4.38 °C. In the CCA sample, it

is observed that the final melting temperature rises to 24.06 °C at its maximum point due
Vv



to the increased amount of triglycerides. On the other hand, the Tonset temperature at which
crystallization started at 35 °C, 300 bar, and 0 % ethanol extract of EMC cheese (XZX)
increased to -6.65 °C. It is observed that at 55 °C, 200 bar, and 0 % ethanol extract (ZY X),
the final melting temperature rises to -0.60 °C at its maximum point. It is observed that
the crystallization and melting temperatures were lower due to the low amount of

triglyceride in the extracts of EMC Ezine cheese.

According to the results of the sensory analysis of the extracts, Ezine cheese extracts were
defined as fruity, sharp, and oxidized. Extracts of EMC Ezine cheese were defined as
fruity, sharp, buttery, oxidized, and animal odour. It is seen that the aroma intensity of the
extracts of EMP Ezine cheese is higher than the raw material. Considering all the results,
it has been determined that the SC-CO. method can be successful in obtaining

concentrated cheese flavour.

Keywords: Enzyme modified cheese, supercritical carbon dioxide extraction (SC-CO>),

cheese flavour, enzyme modified cheese flavour, supercritical fluid extraction
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1. GIRIS

Klasik peynirlerin bir gida ingrediyeni olarak kullaniminda belirli smirlamalar
bulunmaktadir. Bu siirlamalardan ilki klasik peynirlerde depolama suresince devam
etmekte olan biyokimyasal ve mikrobiyolojik degisikliklere bagli olarak tat-koku
bilesiklerinin diisiik stabiliteye sahip olmasi ve peynir kompozisyonunda meydana gelen
degisiklikler gibi etkenler nedeniyle tat-koku bilesiklerinin kararsizligidir. ingrediyen
olarak diisiik miktarlarda kullanildigi igin peynir tat-kokusunun yeterince kuvvetli
olmamast ve ¢ogu peynir ¢esidi i¢in olgunlagsma siiresinin nispeten uzun olmasi ve
gidalara belirli bir peynir tat-koku yogunlugunun kazandirilmasi i¢in gereken yiiksek
kullanim seviyesine bagli olarak ortaya ¢ikan yuksek maliyet de klasik peynirlerin
kullaniminda kisitlamalar getirmektedir. Ayrica, peynirin iiretimde kullanilmadan 6nce
pargalanma geregi ve parcalanmis peynirin siklikla kullanildig1 alanlar olan firincilik ve
atistirmalik gida endiistrisi i¢in uygun olmadigi gercegi kisitlamalara neden olan diger bir
etkendir. Bu kisitlamalar, enzim teknolojisi yoluyla, dogal biyokimyasal peynir aromasi
gelisimini kullanarak enzim modifiye peynirin (EMP) gelistirilmesine neden olmus ve
sonugta Klasik peynirin aromasma kiyasla ¢ok yuksek dizeyde peynir aromasi
yogunluguna ulagilmistir. EMP, peynir aromasi kaynagi olarak maliyet agisindan klasik
peynire etkili bir alternatif olan ve konsantre peynir aromasi saglayan ingrediyenler

olarak tanimlanabilir.

EMP esas olarak proses peynir drlnleri, peynir taklitleri, peynir tozu, ¢orba, sos, salata
soslari, cerez kaplamalari, krakerler ve hazir ve yar1 hazir gidalar gibi endiistriyel bazl
peynir drlinlerinde ve ingrediyenlerinde aroma arttirict maddeler olarak kullanilmaktadir.
Son yillarda EMP {iretiminde belirgin bir artis olmustur. Modern yasam tarzi evde gida
hazirlama siiresini azalttigindan ve ev disinda tiiketilen gida miktarini artirdigindan,
tiketici talebi nedeniyle bu pazar genislemeye devam etmektedir. EMP Uretiminde
substrat olarak peynir pihtisi, taze peynirler (farkli peynir gesitleri), siit proteinleri ve siit
yagl veya bunlarin uygun karisimlari kullanilabilmektedir. EMP iiretim siirecinde
kullanilan enzimlerin gelistirilen tat-koku bilesiklerinin tiirii ve yogunlugu tizerinde
Oonemli etkileri bulunmaktadir. Bu enzim preparatlari, proteinazlari, peptidazlari ve

lipazlar igermekte ve tat-koku bilesiklerini ve bunlarin onciillerini (peptitler, serbest

1



amino asitler, aminler, aldehitler, alkoller, amonyak, serbest yag asitleri, ketonlar,
laktonlar, esterler ve alkoller) tiretmek i¢in kazein ve yag iizerinde etki gostermektedir

(Kilcawley ve ark., 1998; Wilkinson ve Kilcawley, 2007).

EMP (retim yontemine gore iki farkli proses ile elde edilebilir. Bunlardan ilki tek asamali
uretim metodudur. Bu Uretim metodu uygun substratin tercih edilen enzimler ile
muamele edilmesi ve 24-72 saat gibi kisa inkiibasyon siirelerinde ve 30-45 °C inklbasyon
sicakliginda inkiibe edilmesinin ardindan 70-85 °C sicaklik araliginda yapilan bir 1sitma
uygulamasi ile reaksiyonun durdurulmasi seklinde gergeklestirilir. EMP (retiminde tercih
edilen ikinci yontem ise bilesen yaklasimli iki agsamali proses metodudur. Bu yaklagimda
ise proteoliz ve lipoliz basamaklar1 ayri olarak yiiriitiiliir. Uygun subsratlar ile iki ayr1
koldan proteazlar ve lipazlarin eklenmesi ile yapilan inkiibasyon sonucu elde edilen
yuksek aroma konsantrasyonuna sahip drinler istenilen son iiriiniin aroma bilesimine
gore uygun oranda karistirilir (Wilkinson ve ark., 2011). Geleneksel peynirlerin Gretim
metotlar1 ve aroma gelisimi i¢in gerekli olan olgunlastirma siiresi goz oniine alindiginda
EMP peynir aromas: lretiminde son derece hizli, ekonomik, tasima ve saklama

maliyetleri acisindan avantajli bir segenek sunmaktadir.

Peynir aromasinin basta proses ve analog peynirler olmak {izere salata soslari, cips ve
atistirmaliklar, krakerler, makarna, unlu mamiiller ve daha birgok {iriinde kullanildig
diisiintildiigiinde, i¢inde protein laktoz vb diger siit bilesenlerinin bulunmadigi konsantre
peynir aromasi eldesi i¢in yeni stratejilere ihtiyag bulunmaktadir. Bu nedenle tez
kapsaminda avantajli ve yesil bir ekstraksiyon metodu olan Siiperkritik Karbondioksit
Ekstraksiyonu (SC-CO.) kullanilarak klasik Ezine peynirinden ve Ezine EMP’den peynir
aromasi ekstraksiyonu gergeklestirilecektir. Stperkritik akigskan ekstraksiyonu (SFE)
yontemi birgok gida bileseninin ayirimi i¢in kullanilmaktadir. Ancak, siiperkritik akiskan

olarak karbondioksit kullanimi1 en yaygin metottur.

Saf bir maddenin kritik basing (Pc) ve kritik sicaklik (Tc) degerinin {izerine ¢ikildiginda
stiper kritik faz baglar ve bu fazda maddeler kosullara gore gaz ile sivi arasinda farkli

fiziko-kimyasal 6zelliklere sahip olurlar. Ornegin, yiiksek basingta siiperkritik akiskanin
2



¢Oziiniirlik ve yogunluk 6zellikleri sivilara yakinken difiize edilebilirligi oldukga artar ve
viskozitesi azalir. Difiize edilebilirligin artmas1 ve viskozitenin diismesi kiitle aktarimini
olumlu yonde artirir ve ekstraksiyon siiresinin kisalmasini saglar (Morgan, 2000).
Stiperkritik akigkanlar ile ekstraksiyon gergeklestirilirken uygulamadaki sicaklik ve
basing degerleri elde edilecek ekstrakta gore segilebilmektedir. Bu sayede aroma eldesi
gibi hassas lretim proseslerinde yasanan kayiplar proses kosullarimin kolaylikla
ayarlanmasi ile minimize edilebilmektedir. Ayrica, ekstraksiyon proseslerinde yasanan
en 6nemli sorunlardan biri olan ekstrakt ile ¢6ziiciiniin ayrilmasi asamasinda ilaveten bir
islemin uygulanmasi yine benzer kalite kayiplarina neden olabilmektedir. SC-CO de ise
proses kosullarinin kritik basincin altina diisiiriilmesi ile ¢oziicti siiperkritik fazdan ¢ikar
ve boylece ¢oziicii ile analit kolaylikla ayrilmis olurlar. Sonucta, elde edilen ekstrakt
dogrudan toplama haznesinden alinir ve herhangi bir kalite kaybina ugramaz. COzlcu
olarak karbondioksit kullanilmasi, ucuz olmasi, saf halde kolay temin edilebilir olmasi,
toksik olmamasi, kritik sicaklik ve basincinin kolay ulasilabilir olmas1 (31.1 °C ve 72.9
atm), diger organik ¢oziiciilere kiyasla ¢evre dostu olmasi, Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (EFSA) tarafindan gilivenli kabul edilmesi gibi bir ¢ok ydnden avantaj
saglamasindan kaynaklanmaktadir (Ahangari ve ark., 2021; Herrero ve ark., 2010;
Morgan, 2000). Tiim bu avantajlar g6z 6niinde bulunduruldugunda gida iiretim prosesine
oldukca uygun olan bu yontemin peynir aromasi eldesinde kullanilmasi ile aroma

ekstraksiyon metotlarinda yenilik¢i bir bakis acist saglanmasi amaglanmaktadir.

Bu calismanin amaci;

Klasik Ezine peynirinden ve Ezine EMP’den SC-CO; yontemiyle peynir aromasi elde
etmek,

SC-CO: ekstraksiyon verimini dogrudan etkileyen sicaklik, basing ve yardimer ¢oziicli
derisimi parametrelerinin ekstraksiyona olan etkilerini incelemek,

Elde edilen ekstraklarda ugucu bilesiklerin bilesimsel degerlerinin/farkliliklarinin

belirlenmesidir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Dogal Aromalara Duyulan Talep

Son yillarda aroma katkilarina olan talep gilin gegtikge artmaktadir. Sanayilesme ile
birlikte degisen gida iiretim metotlarina, gida {iretiminin bireysel lireticiden endiistriyel
forma taginmasma ve hazir gida sektoriindeki gelismeler sonucu degisen tiiketim
aligkanliklarina bagli olarak aroma katkilarina olan ihtiyag daha belirgin hale
gelmektedir. Kiiresel ¢apta aroma ve koku endiistrisinin pazar payinin 2022 yilinda 23.35
milyar dolar oldugunu ve bu degerin yillik ortalama biiyiime oraninin 6n goriilen siirede
%4.3 oraninda artmasinin beklendigi rapor edilmistir (Anonim, 2022). Raporda
atistirmaliklar, meyve sulari, iglenmis gidalar ve hazir gidalara gosterilen ilginin
artmasindan dolayr gida ve igecek endiistrisinin yillik ortalama biiyiime oraninin 6n
gorilen sirede dikkate deger bir sekilde artacagi 6ngoriilmektedir. Tiiketici davranislari
incelendiginde, 1950 ve 1960’11 yillarda gelisen teknolojiye de duyulan ilgiye bagli olarak
sentetik aroma katkilarina karsi tutumun daha 1limli oldugu gézlenmektedir. Ancak, daha
yakin ge¢mise bakildiginda “ne yersen O’sun” felsefesinin tiiketici tarafindan
benimsenmesi ile birlikte tiiketicinin tercihi sentetik aroma katkilarindan dogal aroma
katkilarina dogru yon degistirmektedir (Herta, 2007). 1990’11 y1llarin ortalarindan bu yana
tiketicilerin dogal aroma ve katki i¢eren gidalara olan ilgisi artmaktadir. TUketiciye gore
dogal aroma katkilar1 daha saglikli ve aroma algisi daha yiiksek olarak gorilmektedir
(Raines, 2012). Buna bagli olarak dogal aroma katkilarina olan talep artmakta ve bu talebi
karsilamak i¢in yeni yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Dogal aroma katkilarinin
iretiminin, yapay aroma katkilarina kiyasla ilgi gérmesinin diger bir sebebi tiiketicide
olusan “kemofobi”nin yani sira yapay aroma katkilarinin tiretim siirecindeki pahali
reaksiyon basamaklar1 ve katalizorlerin maliyetli olmasi, buna ek olarak, yapay aroma

iretiminin ¢evre dostu olmamasi olarak diisiiniilmektedir (Castro-Mufioz, 2019).

2.2. Aroma Katkilarinin Simiflandirilmasi

Codex Committee on Food Additives (CCFA) (CCFA, 2008), aromay1 bir maddenin
agiza alindiginda temel olarak agizdaki koku, tat alma duyular1 ve dokunma reseptorleri
ile algilanan ve beyin tarafindan yorumlanan karakteristiklerin tiimii olarak tanimlamstir.
Aroma bilesenleri, gida olarak tiiketilmesi amaclanmayan, aroma verici 6zellige sahip,

kimyasal yapisi tanimlanmis olan kimyasal bilesenler olarak tanimlanabilir (CCFA, 2008;



Matheis, 2007). Aroma katkilar1 elde edilis yontemlerine gore ii¢ sinifa ayrilabilirler.

Bunlar; dogal aroma katkilar1, dogala 6zdes aroma katkilari ve sentetik aroma katkilaridir.

2.2.1. Dogal Aroma Katkilar

Dogal aroma katkilari, bitkisel veya hayvansal bir kaynaktan ya mikrobiyel veya
enzimatik aktivite sonucu olusan ya da ¢oziicii ekstraksiyonu, distilasyon gibi fiziksel bir
yontem ile dogrudan elde edilen aroma bilesenleridir. Bu aroma katkilar1 kurutma,
fermantasyon gibi gelencksel gida hazirlama yontemleri ile islenmis ya da higbir islem
gorememis olabilir (CCFA, 2008; IOFI, 2012). Ozetle dogal aroma katkilari, bir gida
maddesinden, bitkisel veya hayvansal kokenli bir hammaddeden fiziksel, mikrobiyolojik
veya enzimatik yontemler ile elde edilen ve tanimlanan maddelerdir. Enzimatik ve
mikrobiyel prosesler tek baslik altinda “biyoteknolojik prosesler” olarak adlandirilabilir
(Matheis, 2007). Avrupa Birligi (EU, 2008), dogal aroma katkilarini alt1 alt grupta
incelemektedir. Bunlar; aroma maddeleri, aroma preparatlari, 1s1l islemler sonucu olusan
aromalar, dumanlama aromalari, aroma Onciilleri ve diger aromalar ile bunlarin

karisimlaridir.

Guntmuzde iki binden fazla yiiksek saflikta dogal aroma katkis1 bulunmaktadir. Bunlarin
yaklasik bin tanesini esterler olusturmaktadir. Ayrica, ylize yakin az saflikta elde edilmis
aroma maddesi ve farkli aroma bilesenlerinin bir araya gelerek olusturdugu aroma
karisimlar1 bulunmaktadir. Hekzanal, izomerik hekzanaller ve Cg alkollerinden olusan
“yesil nota” (green notes) veya 2-heptanon, 2-nonanon ve 2-undecanon’dan olusan metil

keton karisimi buna 6rnek olarak gosterilebilir (Matheis, 2007).

Her ne kadar Tiirk Dil Kurumu’na gore dogal kelimesinin anlam1 “dogada bulunan, insan
eliyle yapilmamis, yapay karsit1” olsa da dogal aromalari sadece gidada bulunan,
enzimatik veya mikrobiyel prosesler sonucu olusan aromalar olarak diisiinmemek gerekir.
Dogal aroma katkilar1 gida iiretim siireci boyunca gidanin muhatap oldugu islemler
sonucu da olusabilir. Gida hazirlama siirecinde olusan dogal aromalara 1s1l islem sonucu

olusan aromalar Ornek verilebilir. Bunlar ekmegin, etin, sebzelerin pismesi veya



kizartilmas1 sonucu olusan aromalardir (Baines, 2012). Bu grupta en 6nemli 6rneklerden

biri Maillard reaksiyon Grtnleridir.

Pismis ette binden fazla aroma maddesi oldugu bildirilmistir. Pismis ette aroma
bilesenleri, ¢ig ette bulunan aroma oOnciillerinden Maillard reaksiyonu ve lipitlerin
oksidasyonu ile degradasyonu sonucu olugmaktadir. Olgunlastirilmis fermente gidalarda
aroma gelisimini anlamak i¢in incelenmesi gereken anahtar basligin peynirde aroma
gelisimi oldugu belirtilmektedir. Peynirde aroma gelisimi sirasinda 6nemli fermantasyon

basamaklarinin neredeyse tiimii gozlenmektedir (O’Hare ve Grigor, 2005).

2.2.2. Dogala Ozdes Aroma Katkilar

Dogala 6zdes aroma katkilari, aromatik dogal bir kaynaktan kimyasal prosesler ile izole
veya sentez edilen ve dogal kaynakta bulunan bilesen ile kimyasal yap1 a¢isindan farklilik
gbstermeyen islem gérmiis veya gormemis bilesenlerin tiimiidiir. Aroma aktif bilesenlerin
sentezi i¢in birgok metot gelistirilmistir. Dogala 6zdes aroma katkilarinin sentezinde
substrat olarak dogal bir kaynak kullanilmaktadir (Matheis, 2007). Ornegin, karanfil yagi,
feslegen, defne yaprag gibi bitkisel kaynaklardan elde edilen eugenoliin iki basamakli
reaksiyon zinciri Sekil 2.1’de gosterilmistir. Eugenoliin birinci basamakta ¢ift bagda
gerceklesen izomerizasyonu sonucu olusan izoeugenol, ikinci basamakta oksidasyon
sonucu vaniline doniismektedir. Eugenolden elde edilen vanilin dogal kaynaktan

sentezlenmesi sebebiyle dogala 6zdes aroma katkis1 olarak siiflandirilir.

(|3H; CH,
= CHO
[OH ) [0]
OCH. OCHs OCH,4
OH OH OH
Eugenol Isoeugenol Vanilin

Sekil 2.1. Eugenolden dogala 6zdes vanilin eldesi (Lampman ve ark., 2009).



2.2.3. Sentetik Aroma Katkilari

Sentetik aroma katkilar1 en temel tanimi ile kimyasal sentez yoluyla olusturulan aroma
bilesenleri olarak tanmimlanabilir (I0FI, 2012). Sentetik aroma bilesenleri herhangi bir
bitkisel veya hayvansal dogal kaynakta bulunmayan bilesenlerdir. Sentetik aroma
bilesenlerinin bir ¢ogu ucucudur ve petrol tiirevidir (Ramesh ve ark., 2018). Aroma
katkilar1 elde edilis bigimlerine gbre vanilya aromas: iizerinden incelendiginde Sekil
2.2’de gosterilen reaksiyon zinciri sonucu 4-hidroksibenzaldehitten etil vanilin sentezi,
sentetik vanilya aromasi iiretimine 6rnek olarak gosterilebilir. Bitkisel veya hayvansal bir
kaynaktan elde edilmeyen 4-hidroksibenzaldehitten bir takim reaksiyon sonucu elde

edilen etilvanilin sentetik aroma katkis1 olarak siniflandirilir.

H O H Q | O
Br, NaOMe, CuBr
_ —
MeOH EtOAC, A
Br OCHg4
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Sekil 2.2. Sentetik vanilin sentezinin reaksiyon zinciri (Taber ve ark., 2009).

2.3. Peynir Aromasi ve Biyokimyasi

Peynir, diinyanin her yerinde oldukca farkli aroma, tekstiir ve formda tiretilen siit bazl
fermente iiriinlerin bir grubunun genel ismi olarak tanimlanabilir (Fox ve ark., 2017a).
Gilinlimiizde iki binden fazla peynir ¢esidi oldugu bilinmektedir. Peynir aromasi peynir
tiirline gore degiskenlik gosterip peynir tiirline 6zgii olgunlastirma stiresince temel olarak
biyokimyasal ii¢ ana iz yolu iizerinden ger¢eklesmektedir. Bunlar, (i) laktoz, laktat, sitrat
metabolizmasi ve kalint1 laktozun glikolizi, (ii) lipoliz ve yag asidi katabolizmasi ve (iii)
proteoliz ve amino asit katabolizmasidir. Sekil 2.3’te bu U¢ biyokimsayal slrec
Ozetlenmistir. Peynir aromasiin olusumunda biiyiik payi olan ugucu bilesenler, blyuk

oranda lipit ve protein metabolizmasi sonucu olusmaktadir. Lipoliz sonucu



trigliseritlerden ayrilan serbest yag asitleri ve bu yag asitlerinin ¢esitli ugucu aroma
bilesenlerine metabolize olmasi, kazein matriksinin degradasyonu sonucu olusan peptitler
ve bu peptitlerin serbest amino asitlere hidrolizi peynir aromasini olusturan baslica
biyokimyasal olaylardir. Serbest amino asitler bir seri reaksiyon sonucu karboksilik
asitler, kukurtli bilesenler gibi énemli aroma bilesenlerini olustururlar (McSweeney,
2007).

2.3.1. Laktoz, Laktat ve Sitrat Metabolizmasi

Peynir fermente bir siit iirlinii oldugundan laktozun laktata donlisme metabolizmasi tiim
peynir ¢esitleri i¢in elzemdir. Peynir pihtisi, olgunlagma siiresinin ilk donemlerinde farkli
reaksiyon basamaklari ile katabolize edilen laktati olusturacak kalint1 laktozu az miktarda
da olsa igermektedir (McSweeney, 2004; McSweeney, 2017). Starter laktik asit
bakterileri, peynire islenecek siitte geliserek ve laktik asit treterek ve daha sonra
proteolitik enzimleri ile peynir aromasma biiyiikk katkida bulunmaktadir. Laktik asit
tretimi olusturdugu tamponlama kapasitesi ile peynirin pH'sin1 dolayisiyla peynir
aromasin1 olusturacak olan mikrofloray1 ve enzimatik reaksiyonlar1 dogrudan
etkilemektedir (Wilkinson ve Kilcawley, 2007). Peynirde kullanilan starter kiiltiiriin
cinsine bagli olarak laktoz ya glikolitik iz yolu iizerinden ya da fosfoketolaz iz yolu
tizerinden metabolize edilir. Cogu starter bakteri glikolitik iz yolunu izlerken,
Leuconostoc spp. fosfoketolaz iz yolunu izlemektedir. Laktoz metabolizmasinin birincil
urind L- veya D-laktat veya bunlarin rasemik karigimidir (McSweeney ve Sousa, 2000).
Laktat, ortamda yeterli miktarda oksijen bulunmasi durumunda ve starter olmayan laktik
asit bakterisi popiilasyonuna gore oksidasyona ugrayarak asetata doniismektedir. Isvigre
tipi peynirlerde Propionibacterium spp. gelisimine ve aktivitesine bagli olarak olusan
asetik asit ve propiyonik asit bu tip peynirlere karakteristik tat ve kokusunu veren énemli

aroma bilesenleridir (Fox ve ark., 2017b).

Laktoz, starter kiiltiirler tarafindan glukoz ve galaktoza hidrolize edilir. Glukoz Embden-
Meyerhof-Parnas iz yolu tizerinden purivata okside olur. Pirivat, diasetil, asetoin, asetat,
asetaldehit ve etanol gibi 6nemli kisa zincirli aroma maddelerinin olusumunda substrat
olarak rol oynamaktadir (Marilley ve Casey, 2003). Peynirin aroma gelisiminde diger bir

onemli basamak sitrat matebolizmasidir. Sitrat, bazi sitrat pozitif (Cit*) laktokok tlrleri



tarafindan diasetil, asetat, asetoin ve COz’ye metabolize edilir (McSweeney, 2017a).
Sitratin laktik asit bakterileri ve starter olmayan laktik asit bakterileri tarafindan
metabolize edilmesi sonucu 2,3-bitandiol ve 2-biitanon da olugsmaktadir. Bu iki bilesik

peynirde tereyagl ve aseton aromasinin algilanmasina katkida bulunmaktadir (Bulat,
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Sekil 2.3. Peynirin olgunlasma siirecinde meydana gelen biyokimyasal olaylar
(McSweeney, 2017).

2.3.2. Lipoliz ve Yag Asitlerinin Katabolizmasi

Peynir aromasinin olusumunda 6nemli biyokimyasal olaylardan bir digeri lipoliz sonucu
trigliseritlerin serbest yag asitlerine, gliserol, mono- veya digliseritlere doniismesidir.
Tiim bu bilesenler peynir aromasint olusturan temel bilesenlerdir (McSweeney, 2004;
Thierry ve ark., 2017). Ilerleyen reaksiyon asamalarinda serbest yag asitlerinin
katabolizmas1 peynir aromasi igin 6nemli aroma bilesenlerini meydana getirmektedir.
Bunlar metil ketonlar, tiyoesterler, laktonlar ve bazi diger ugucu bilesenlerdir (Murtaza
ve ark., 2014). Peynirde lipoliz, esterazlarin ve lipazlarin aktivitesi sonucu
gerceklesmektedir. Bu enzimler peynirin yapildigr siitten, rennet preparatindan, starter

kiiltiir veya ek kiiltiirden ya da disardan eklenen enzim preparatlarindan gelmektedir.



Peynir cinsine gore lipoliz derecesi farklilik gostermektedir. Genellikle italyan tipi
peynirlerde, rokfor tipi peynirlerde ve yiizey olgunlastirilmis peynirlerde asirt lipoliz,
Isvigre tipi peynirlerde orta seviyede lipoliz, Cheddar ve Alman tipi peynirlerde diisiik
lipoliz istenmektedir (Wilkinson, 2007).

Lipoliz sonucu olusan serbest yag asitlerinin 6zellikle kisa ve orta zincir uzunlugunda
olanlar1 dogrudan peynir aromasina katkida bulunmaktadir. Uzun zincirli yag asitlerinin
(> 12 C atomu) alg1 esigi daha yiiksek oldugu icin peynir aromasina katkis1 daha sinirl
kalmaktadir. Kisa zincirli ve orta zincirli yag asitleri ise (Cs:0 — C12:0) diisiik alg1 esigine
sahip olmalarindan dolay tiiketici tarafindan kolaylikla hissedilirler ve peynire cogu kez
karakteristik aromasini verirler. Biitanoik asit (C4.0) peynirde ransitligi, hekzanoik asit
(Ce:0) aci, rokfor tipi peynir aromasini veren karakteristik kisa zincirli yag asididir.
Serbest yag asitlerinin bir kismi B-oksidasyon ile once P-ketoasitlere ardindan metil
ketonlara ve ikincil alkollere, bir kismi ise 4- veya 5-hidroksiasitlere ve ardindan y- ve 6-
laktonlara doniismektedir. Doymamis yag asitleri ise once aldehitlere sonra asitlere ve
alkollere dontismektedir (Collins ve ark., 2003). Tim bu bilesenler peynirin son
aromasina katkida bulunan veya peynir tipine gére peynire karakteristik tat ve kokusunu

veren bilesenlerdir.

2.2.3. Proteoliz ve Amino Asitlerin Katabolizmasi

Peynirin olgunlasma stirecinde gergeklesen en karmasik biyokimyasal basamak proteoliz
ve amino asit katabolizmasidir. Proteoliz sirasinda ¢ok ¢esitli ve énemli biyokimyasal
reaksiyonlar gergeklesmektedir ve bu reaksiyonlar sonucu olusan her bir iiriiniin peynir
aromasina Onemli katkilari bulunmaktadir (McSweeney, 2004; McSweeney, 2017;
McSweeney ve ark., 2017). Proteoliz, kazeinin peptitlere ve amino asitlere par¢calanmasi
ile gergeklesen belirli proteolitik enzimlerin katalize ettigi bir dizi biyokimyasal olay1
kapsamaktadir. Proteolizin peynirin olgunlasmasia ilk katkisi tekstiir {izerine
gerceklesmektedir. Peptit baglarinin hidrolizi ile serbest kalan amino gruplar1 ve iyonize
karboksilik asitlerin su baglama kapasitesini artirmast ve buna bagli olarak su
aktivitesinin azalmasi ve protein matrisinin kirilmasi peynir yapisinin gelisimine katkida
bulunur. Proteolizin peynirin olgunlasmasinda sagladigi diger bir katki ise proteoliz

kaynakli peptitler, amino asitler ve bunlarin dekarboksilasyon, transaminasyon,
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desulfurasyon, deaminasyon gibi reaksiyonlara girmesi sonucu olusan {iirlinlerin peynir
tat, koku ve aromasina katki saglamasidir (Bulat, 2011; McSweeney ve ark., 2017).
Amino asitler, aminler, aldehitler, alkoller, amonyak gibi ugucu aroma bilesenlerinin
oncullerdir. Peynir aromasinin olusmasinda anahtar rol oynayan bu bilesenler amino asit
katabolizmas1 sonucu olusmaktadir (Murtaza ve ark., 2014). Serbest amino asitlerin

katabolizmast Sekil 2.4°te gosterilmistir.

Kazein

Proteoliz

Amino asitler

Oksidatif

[Dekarboksilasyon  |Transaminasyon : Degradasyo
Deaminasyon
NH,
Aminler Amino asitler u- ketoasitler l L
CH; SH
Clsidatf l l
Deaminasyon Fenoller l Indol
NH, Aldehitler

Rediksiyon Oksidasyon l
Kiilciirtlii Bilesenler

Alkoller Asitler

Sekil 2.4. Serbest amino asit katabolizmasi1 (McSweeney ve Sousa, 2000).

Protein ve amino asit katabolizmasinin birinci agsamasinda proteoliz sonucu meydana
gelen peptitler ve amino asitler tatli, bitter gibi kendine has aroma karakteristigine
sahiptir. Ancak bunlar peynirin sadece temel tat ve kokusuna katkida bulunurlar (Smit ve
ark., 2005). Ikinci asamada ise amino asitlerin, aminlere ve a-ketoasitlere bunlarin da
aldehitlere ve oksidasyon sonucu asitlere doniismesi, ayrica, Kikurt iceren aminoasitlerin
(metiyonin, sistein) metabolizmas1 sonucu olusan kiikiirtlii bilesenler farkli peynirlerde
karakteristik aromalarin olusumuna katkida bulunmaktadir (McSweeney ve Sousa, 2000;
Ganesan ve Weimer, 2017; Smit ve ark., 2005). Lo&sin ve metiyonin amino asitlerinin
katabolizmas1 Cheddar ve Camambert peynirlerinde aroma profilinin olusumunda etkili
olmaktadir. Metiyoninin metabolizmas1 sonucu olusan metiyonal, metantiyol,

dimetilstlfit, dimetiltristlfit ve diger oksidasyon iiriinleri baslica aroma bilesinleridir.
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[zovalerik asit ve 3-metilblitanal ise 16sin amino asidinin katabolizmasi sonucu
olusmaktadir. Emmental peynirinde metiyonal ve 3-metilbiitanal tipik tatli karamel
aromay1 saglamaktadir. Biitirik asit lipoliz sonucu olusan Camembert ve Cheddar peyniri
aromasinda etkin rol oynayan 6nemli bir kisa zincirli yag asididir. Valin amino asidinden
tiireyen ve karboksilik asit olan izobiitirik asit biitirik aside olduk¢a yakin aroma
saglamaktadir. Valinden tlireyen diger bir ester etilbiitirat ise Cheddar peynirinde fazla
miktarda bulunmasi halinde kusur olarak kabul edilen meyvemsi aromadan sorumludur

(McSweeney ve Sousa, 2000; Yvon ve Rijnen, 2001).

2.4. Peynir Aromasi Saglayan Katkilar

Gilinlimiizde peynir ve peynir katkilarinin tamamin ii¢ ana baghk altinda incelemek
miimkiindiir. Bunlardan ilki sofralik peynir olarak adlandirilan, istenilen son Grin
dogrultusunda peynir c¢esidine gore uygun iretim metotlar1 izlenilerek iiretilen
peynirlerdir. Bu gruptaki peynirler perakende olarak evsel tiiketime veya gida sektoriinde
tiilketime sunulmak fiizere iiretilmektedir. Ikinci bashik gida katkisi olarak (retilen
peynirlerdir. Gida katkisi olarak peynirin, kullanildigt gidanin hazirlanmasini
kolaylastirict ve duyusal 6zelliklerini gelistirici iglevleri bulunmaktadir. Gida katkisi
olarak peynirin yaygin olarak kullanildigi alanlara Cheddar, Mozzarella ve Emmental
gibi peynirlerin, lazanya, pizza, omletler, tost ve buna benzer gidalarda kullanimi1 6rnek
olarak verilebilir. Gida katkis1 olarak kullanilan peynirler lriine kattigi islevsellik
acisindan 1s1l islem uygulanan ve 1sil islem uygulanmayan peynirler olarak iki alt
kategoride incelenebilir. Gida katkisi olarak kullanilan ve 1s1l islem uygulanan peynirlerin
eklendigi gidada genel goriiniimii gelistirmesi, aroma ve tadi, akigkanlik 6zelligini ve
yaglanmay1 artirmast istenirken, 1sil iglem uygulanmayan peynirlerde ise Urinin
dilimlenebilirlik, yayilabilirlik, parcalanabilirlik gibi 6zelliklerinin gelistirilmesi
beklenmektedir. Son olarak iigiincii ana baslik peynir bazl katkilardir. Bunlar dogrudan
peynirden veya peynirin bilesenlerinden, siit tozu, peynir alt1 suyu tozu veya siit yagindan
uygun ikincil islemler sonucu firetilen farkli birgok amag icin kullanilmaya veya
islenmeye hazir olan endiistriyel trtinlerdir (Guinee ve Kilcawley, 2004). Kurutulmus
peynirler, peynir tozlari, proses peynir ve proses peynir triinleri, dilimlenmis peynirler

ve EMP peynir katkilarina 6rnek olarak verilebilir (Guinee, 2011).
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2.5. Enzim Modifiye Peynir ve Konsantre Peynir Aromasi

Peynirin gida katkis1 olarak kullanilmasinda birtakim kisitlamalar bulunmaktadir. Peynir
olgunlasma ve/veya depolanma siliresi boyunca biyokimyasal ve mikrobiyolojik
degisimler devam ettigi i¢in aroma stabilitesi diisiik ve aroma igerigi degisken bir
triindiir. Talep edilen aroma yogunlugunu saglamak i¢in katki olarak kullanilmasi
gereken peynir miktarin fazla olmasi, yogun aromaya sahip peynirlerde olgunlasma
siiresinin uzun olmasi ve katki olarak kullanilacak olan peynirin formiilasyona
eklenmeden Once ufalanmasi gerekmesi gibi kisitlayicilardan otiirii peynirin aroma
katkis1 olarak kullanilmasi son derece zor, pahali ve verimsiz hale gelmekte ve standart

tirtin eldesini zorlastirmaktadir (Guinee ve Kilcawley, 2017).

Gida endiistrisinde klasik peynirler, peynir aromas: olarak kullanilmak (zere peynir
geleneksel olarak piiskiirmeli kurutucularda kurutularak triine istenilen yonde aroma ve
tekstiir gelistirmek i¢in eklenmektedir. Ancak geleneksel yontemlerde, kullanilan peynir
tiiriine bagh olarak kullanilacak peynir miktari, genel aroma ve son liriiniin kalitesi
degisiklik gostermektedir. Mevsimsel degisikliklere bagli olarak siitiin bilesiminin
degismesi, peynirin fazla olgunlasmasi gibi nedenler de son iiriiniin fonksiyonelligini ve
stabilitesini olumsuz etkileyebilmektedir. Geleneksel yontemler maliyeti yiksek,
ekonomik kayiplari fazla olan yontemlerdir. Peynir aromasi olduk¢a kompleks bir yapida
olup bir dizi karakteristik aroma bilesiginden olugsmaktadir. Toplam aroma algisi, aroma
bilesiklerinin sentezi veya kismi sentezi, ham maddenin aroma bilesiminden belirli aroma
bilesiklerinin izolasyonu veya aroma kompleksinin fiziksel veya kimyasal sentezi ile elde
edilebilir. Spesifik aroma aktif maddelerin sentezi oksidasyon-rediksiyon gibi biyo-
dontigimlerle, mikrobiyel fermantasyon veya spesifik enzim sistemlerinin kullanilmasi
ile gergeklestirilebilir. Bu nedenle peynir aromasi iiretiminde en ekonomik yol istenilen
peynir notasini veren belirli bilesenlerin tiretimini saglayan yontemler gelistirmektir. Bu
uretim icin en iyi uygulama peynirin enzimatik modifikasyonudur (Kilcawley ve ark.,
1998).

EMP, hem dogal aroma katkilarina duyulan talebin artmasi hem de sagladigi
avantajlardan 6turi konsantre peynir aromasi iiretiminde populer hale gelmektedir. EMP,

farkli olgunluktaki peynirlerden, bir kazein kompleksinden, peynir altt suyu tozundan,
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yagsiz siit tozundan veya siit yagina enzim ilavesi ile enzimatik hidroliz yoluyla tretilen
dogal kaynakli konsantre peynir aromasi saglayici katki olarak tanimlanabilir. EMP igin
genel Gretim prosesi peynirin ekzojen enzimler ve/veya mikroorganizmalar ile 24-72 saat
gibi kisa inkiibasyon siirelerinde ve 30- 45 °C inkiibasyon sicakliginda inkiibe edilmesini
ve 70-85 °C sicaklik araliginda yapilan bir 1sitma uygulamasi ile reaksiyonun
durdurulmast  seklinde gergeklestirilir. EMP iiretimi iki farkli proses ile
gerceklestirilmektedir. Bunlardan ilki lipoliz ile proteolizin birlikte gerceklestigi tek
asamal1 liretim prosesi, digeri ise farkli aroma gruplarinin ayr1 ayn tiretilip ardindan son
tirtindeki spesifikasyonuna gore karistirildigr bilesen yaklasimli {iretim prosesi olarak

tanimlanmaktadir (Kilcawley ve ark., 1998; Wilkinson ve ark., 2011).

EMP iiretimine iliskin prosesin akim semalar1 Sekil 2.5 ve Sekil 2.6’da verilmektedir.
Enzim uygulamasi geleneksel yontemlerle kiyaslandiginda islem siiresinde énemli bir
kisalma saglamasinin yani sira aroma konsantrasyonunda 5-30 Kkat arasi artiglar
saglamaktadir (Sibeijn ve Wouters, 2009). EMP aromalari Cheddar, Mozarella, Romano,
Parmesan, Gouda, Rokfor tipi ve diger bir¢ok peynir tiirliniin aroma bilesimini i¢eren
genis bir yelpaze saglamaktadir. EMP’lerin aroma profili klasik peynirinkinden oldukga
farkli olabilir ancak uygulanan enzim ve reaksiyonlara bagli olarak istenilen peynir aroma
notalar: elde edilebilmektedir (Kilcawley ve ark., 1998). EMP aromalar1 proses peynir,
atistirmaliklar, hazir ¢orbalar, soslar, salata soslari, biskiiviler, evcil hayvan gidalari,
konserve gidalar, kek karisgimlar, yagi azaltilmis ve yagsiz peynir iriinleri ve
dondurulmus gidalar gibi gida endiistrisinin hemen hemen her bdliimiinde

kullanilmaktadir (Haileselassie, 1999; Kilcawley ve ark., 1998).
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Substrat

(Taze peynir, Kazein
kompleksi vs.)

Su Eritilmis karisim

Emiilgatorler

Pastdrize Bulamag

Enzimler (istege bagl
giiclendiriciler,
mikroorganizmalar.)

Inkiibe Edilen Karisim

Proses kosullar:

Sicaklik, pH. Siire

Pastérizasyon ile
inkiibasyonun
durdurulmasi

Sekil 2.5. EMP iiretiminde tek asamali {iretim prosesi akim semasi (Kilcawley ve ark.,
1998; Wilkinson ve ark., 2011).

EMP’nin baglica avantaji az miktarda (%0.1-2, a/a) kullanim ile yogun peynir aromast
saglamasi ve boylece liriin maliyetini %40-80 oraninda azaltmasidir. EMP kullaniminin
diger bir avantaj iiriiniin yag icerigi artmadan istenilen peynir aromasinin saglanmasidir.
EMP proteinlerin ¢Ozunur peptitlere ve aminoasitlere hidrolize olmus formlarini
igerdiginden peynir igeren dondurulmus triinlerde kumlu yap1 sorununun uUstesinden
gelinmesinde ideal bir {irlin olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Haileselassie, 1999). EMP nin
diger peynir aromasi saglayan kaynaklara gore avantajlar1 yiiksek seviyede aroma
yogunlugu saglamasinin yam sira, farkli oranlarda aroma yogunlugu elde etmenin
miimkiin olmast, liretim maliyetinin diisiik ve raf dmriiniin uzun olmasidir. Standart {iriin
iiretimi ve proses kontroliine imkan saglamaktadir. EMP kullanimi ile ¢ok daha kararli
bir son iirlin elde edilebilmektedir. Farkli lezzet yogunluklarinda iriinlere ve iiriin

cesitliligine imkan saglamaktadir (Erbay, 2016).
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Teknolojik acidan 6nem arz eden ve depolamanin kolaylasmasini saglayan diger
avantajlar ise piskiirtmeli kurutucularda kurutulmus olarak elde edilebilmesidir. Bu
yonii hem depolamada kolaylik sagladigi i¢in hem de iiriin formiilasyonlarinda homojen
kullanim olanagi yarattigi i¢in EMP’nin diger peynir aromasi saglayan katkilara

ustiinligudiir (Kilcawley ve ark., 1998).

Substrat/ Substrat/
Peynir Pihtis1 Tereyag

Su ve Emiilgatérler Eritilmis Karisim Su ve Emiilgatorler —— Eritilmis Karisim

Pastérize Bulamac Pastorize Bulamac

Proteazlar/Peptidazlar

Lipazlar/Esterazlar —

Inkiibe edilen karisim

Proses Kosullan
Sicaklik, pH. siire

Inkiibe edilen karigmm

Proses Kosullan
Sicaklik, pH. siire

Pastirizasyon ile

reaksiyonun
durdurulmasi

Pastérizasyon ile

reaksiyonun
durdurulmasi

| Son iiriine gére uygun oranda karigim |

Sekil 2.6. EMP iiretiminde bilesen yaklasimli iki asamali proses akim semasi semasi

(Kilcawley ve ark., 1998; Wilkinson ve ark., 2011).

2.6. Ezine Peynirinin Aroma Kimyasi ve Biyokimyasi

Ezine peyniri, Canakkale’de Kaz daglarinin Kuzey ve Batisinda yer alan Ezine, Bayramig
ve Ayvacik ilgelerinin dogal bitki Ortiisii ile beslenen keci, koyun ve ineklerden elde
edilen sitlerin mevsime bagli olarak uygun oranda karisimindan elde edilen sut ile
uretilmektedir. Genellikle tiretimde kullanilan siit karisiminda, kegi stti en az % 40,
koyun siiti % 45 ile % 55, inek suti en fazla % 15 oranda bulunmaktadir. Ancak, bu
dagilim mevsimsel olarak farklilik gosterebilmektedir (Karagul-Yuceer ve ark., 2007).
Ezine peyniri, salamurada olgunlastirilan peynirler grubundadir. Tiirk Patent Enstitisu
tarafindan 05.08.2006 tarihinde yayilanan Cografi Isaret Tescil Belgesi ile cografi

isaretli tiriin olarak Mense isaretine sahiptir (YUceer ve ark., 2009).
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Ezine peynirinin aroma kimyasi ve biyokimyasinda belirtilen cografi bolgenin dogal bitki
Ortlisii ve su kaynaklart énemli rol oynamaktadir. Kaz daglarmin farkli kesimlerinde
yetisen bazi bitki tiirleri; Thymus zygioides (kaya kekigi), Melissa officinalis (ogul otu),
Salvia tomentosa (adagay1), Origanum vulgare (guveyi otu), Mentha lonifolia L. (nane)
ve daha yuzlerce bitki, hayvanlar tarafindan tiikketilmesi sonucu, Ezine peynirine 6zgu tat
ve aroma olusumunda etkin rol oynamaktadir (Bulut, 2013; Hayaloglu, 2017). Ayrica,
tiretimde starter kiiltiir kullanilmamas1 ve salamurasinda deniz tuzu kullanildig1 i¢in
peynirde kirintili yap1 ya da yumusama gibi kusurlar gézlenmemesi Ezine peynirini diger
beyaz peynirlerden ayirmaktadir. Ezine peynirinin tiretiminde peynir alt1 suyu igerisinde
sirden ilave edilerek hazirlanan peynir mayasi kullanilmaktadir. Ezine peynirinin bilesim
degerleri: % 43.2-% 51.7, titrasyon asitligi % 0.72-2.14, kurumaddede yag degeri % 49.3-
58.9, kurumaddede tuz % 5.7-11.8 araliginda gozlenmektedir. Ransit, pismis, kremamsi,
kecimsi, tuzlu ve asit tatlar algilandig1 ve tekstiirel olarak yar1 sert oldugu belirtilmistir

(Cakmake1, 2021).

Ezine peynirinin aromasinin olusumunda baskin rol oynayan kimyasal gruplar aldehitler,
ketonlar, esterler, asitler, siilfiir iceren bilesenler ve alkoller olarak belirtilmistir
(Hayaloglu, 2017; Yceer ve ark., 2009). Ezine peynirinin karakteristik aromasinin
olusumu igin gerekli temel bilesenler: dimetil siilfit, etil biitirat, hekzanal, (Z)-4-heptenal,
1-okten-3-on, asetik asit, p-kresol, etil pentanoat, etil bitanoat, etil asetat, limonen, 2-
bltanon, 3-hidroksi 2-butanon, 2-biitanol, etanol, limonen gibi aroma bilesenleri olarak
saptanmigtir. Ayrica Ezine peynirinde orta diizeyde lipolize bagli olarak palmitik asit ve
oleik asidin yapidaki baskin yag asitleri oldugu belirtilmistir. Ezine peynirinin mineral
igerigi Mg, Fe, Cu, Zn, Al, Ca, Mn olarak saptanmis miktar olarak 0.04 ile 38.58 mg/100
g peynir araligindaki degerlerde bulundugu tespit edilmistir (Cakmakgi, 2021). Kimi

aroma bilesenleri i¢in genel bilgiler asagida verilmistir.

Serbest Yag Asitleri; peynir tat-kokusunun olusumunda en biiyiik paya sahip aroma olan
bilesikleridir. Peynirin olgunlagma siirecinde lipoliz asamasinda siitteki trigliseritlerin
parcalanmasi sonucu olusurlar. Yag asitleri peynir tat-kokusuna dogrudan katki
sagladiklar1 gibi metil ketonlar, ikincil alkoller, laktonlar ve aldehitler gibi 6nemli aroma

bilesiklerinin 6nciill maddeleri olduklar1 i¢in peynir aromasi agisindan onemli role
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sahiptir. Serbest yag asitleri icerisinde kisa zincirli yag asitleri olduk¢a ugucu aroma
bilesikleridir ve alginlanma esigi ¢ok diisiik oldugu i¢in peynir aromasinda énemli bir
etkiye sahiptir. Ornegin diiz zincirli yag asitlerinden asetik asit ve propanoik asit sirke
tat- kokusu ile karakterize edilirken biitanoik asit tatlimsi/peynirimsi olarak tanimlanir ve
bunlarin hemen hemen tiim peynirlerin aromasinda énemli bir katkis1 bulunmaktadir.
Pentanoik asit, hekzanoik asit, oktanoik asit, dekanoik asit gibi yag asitleri ise peynirde
kegimsi aromadan sorumlu oldugu bilinmektedir. Dallanmig yag asitlerinde ise 2-metil
propanoik asit peynir ve ransit tereyagi notasindan ve 3-metil biitanoik asit ise tatlimsi

notadan sorumlu yag asitleridir (Mcsweeney ve Sousa, 2000; Bulat, 2017).

Aldehitler; aminoasitlerin, transaminasyon, dekarboksilasyon, oksidatif deaminasyon
tepkimeleri veya Stecker degradasyonu sonucu olusan bilesiklerdir. Aldehitler, peynir
aromasina dogrudan katkida bulundugu gibi ayni zamanda olgunlasma siirecinde
rediiksiyon ile birincil alkollere ve oksidasyon sonucu kendilerine karisilik gelen asitlere
dontismektedirler (Mcsweeney ve Sousa, 2000; Mcsweeney, 2004). Duz zincirli
aldehitlerin olusum mekanizmasi ise doymamis yag asitlerinin B-oksidasyonudur. Diz
zincirli aldehitler belli bir yogunlugun iizerinde ransidite olarak adlandirilan tat-koku
kusurlarina neden olurlar. Bunlara ek olarak Laktik asit bakterileri de glikozu asetaldehit
gibi kisa zincirli aldehitlere doniistiirebilmektedir (Raines, 2012). Hekzanal, heptanal,
oktanal, nonanal, dekanal gibi diiz zincirli aldehitler peynir aromasinda ot, findik, ¢icek
notasi ile tamimlanirken, 2-etil-2-hekzanal ve benzaldehit gibi dallanmis ve halkali
yapidaki aldehitler peynirde badem tat-kokusundan sorumlu bilesikler olarak

tanimlanmaktadir (Mcsweeney ve Sousa, 2000; Collins ve ark., 2004; Bulat, 2017).

Ketonlar; serbest yag asitlerinin oksidatif degrasyonu ile olusan bilesiklerdir. Ketonlarin
olusumunda serbest yag asitlerinin B-oksidasyonu énemli rol oynamaktadir. Diisiik esik
degerleri nedeniyle peynirde az miktarda bulunsalar dahi aromaya onemli katkida
bulunurlar. Cogunlukla Rokfor tipi kiiflii peynirlerde metil ketonlar aromaya onemli
etkisi olan bilesiklerdir. Bu bilesikler meyvemsi, kiiflii ve ¢igeksi notadan sorumludur.
Peynirde bulunan bazi 6nemli ketonlar olan diasetil, 3- hidroksi 2- bitanon ve 2,3-

biitandion tereyagimsi tat-kokudan, 4- oktanon toprak kokusundan, 2- okten-4-on tipik
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mantar kokusundan, 2- nonanon kifli meyvemsi tat-kokudan sorumludur (Mcsweeney
ve Sousa, 2000; Bulat, 2017).

Alkoller, peynir aromasinda diger bir 6nemli grup olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Birincil
alkoller ve ikincil alkoller olmak tizere iki sinifta incelenirler. Peynirin olgunlagsma
stirecinde alkoller birden fazla biyokimyasal reaksiyon sonucu olusurlar. Bunlar laktoz
metabolizmasi, aminoasit metabolizmasi, metil ketonlarin indirgenmesi veya linoleik asit
ve linolenik asidin degradasyonudur. Birincil alkoller tipki 16sinden 3-metil 1- biitanol
olusumunda oldugu gibi aminoasitlerin Stecker degradasyonu veya Erhlich yolu ile
olusabilirler (Mcsweeney ve Sousa, 2000; Avsar ve ark., 2009). Ayrica laktoz
metabolizmasi sonucu peynirde 6nemli alkollerden biri olan etanol olusmaktadir. Peynir
tat-kokusunun olusumunda 6nemli birincil alkollerden bazilarinin aromatik 6zellikleri 1-
heptanol icin ¢icek/cimen, 1-dekanol icin saman olarak tanimlanmistir (Mcsweeney ve
Sousa, 2000; Bulat, 2017). Ikincil alkoller ise cogunlukla yag asitlerinden B-oksidasyon
sonucu olusan metil ketonlarin enzimatik indirgenmesi ile olusmaktadir (Smit ve ark.,
2005; Avsar ve ark., 2009). Peynirde yaygin olarak bulanan ikincil alkollerden bazilari
olan 3- heptanol bitki/yagimsi, 4-heptanol toprak 2-oktanol ise peynire mantar/hindistan

cevizi aromatik 6zelligi vermektedir.

Esterler; peynirde aroma olusumuna 6nemli katkis1 bulunan bu grup kisa ve orta zincir
uzunlugundaki yag asitleri ile birincil ve ikincil alkoller arasinda gergeklesen
esterifikasyon reaksiyonlar1 sonucu olusan aroma bilesiklerini igermektedir. Esterler
genel olarak peynir aromasinda meyvemsi, ¢icek ve tatli olarak tanimlanan aromatik
ozelliklerden sorumludur. Peynir aroma biyokimyasi agisindan 6zellikle etil esterler
meyvemsi aromadan sorumlu olmalar1 sebebiyle onemli bir yer almaktadir. Peynire
verdigi aromatik Ozellik agisindan metil biitanoat meyvemsi/elma, metil hekzanoat
ananas, etil nonanoat ise ¢i¢cek notasi ile tanimlanmistir (Mcsweeney ve Sousa, 2000;
Bulat, 2017; Khattab ve ark., 2019).

Laktonlar; yapisinda asit ve alkol fonsiyonel grubu iceren ve bu uglarin esterlesme
reaksiyonuna katilmasi ile olusan halkali yapidaki bilesenlerdir. Peynirde hindistan

cevizi, seftali, kayis1 gibi meyvemsi aromatik 6zelliklerden ve karakteristik tereyagimsi
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aromadan sorumlu bilesiklerdir. Peynirler genel olarak goriilen lakton yapis1 6- laktondur.
Bunun birlikte y-laktonlarin algilanma esigi cok diisiik oldugundan az miktarda dahi
karakteristik aromaya katkida bulunurlar (Mcsweeney ve Sousa, 2000; Raines, 2012;
Khattab ve ark., 2019).

Siilfiir iceren bilesikler; metiyoninin karbon ve siilfiir arasindaki baginin
metiyonindemetiyonaz enzimi aktivitesi sonucu par¢alanmasi ile olusan bilesiklerdir ve
bu bilesiklerin algi esigi ¢cok diisiik oldugu i¢in kuvvetli sarimsak ve siilfiir (haslanmis
yumurta) kokusu verirler (McSweeney ve Sousa, 2000). Peynirde en ¢ok 6ne ¢ikan
stlfiirli bilesik metiyonaldir ve bu bilesik Stecker degradasyonu sonucu olusup

karakteristik haslanmis patates kokusundan sorumludur (Avsar ve ark., 2009).

Terpenler; 6zellikle cayir ve meralarda yesil ot yiyen hayvanlardan elde edilen siitlerden
peynir aromasina gecerek aromaya katkida bulunan bilesiklerdir. Bu bilesikler hayvanin
tilkettigi bitkinin yapisinda bulunmaktadir boylece dnce siite daha sonra da peynire
gecmektedirler. Peynir yapiminda kullanilan siitiin elde edildigi hayvanin otlandigi
diizliiklerin rakimina gore siitteki terpen miktar1 degisiklik gdstermektedir. Ezine peyniri
gibi cografi bolge isareti almis peynirlerde sadece o yoreye ait otlar ile beslenen
hayvanlardan elde edilen sitlerden peynir elde edilmesi sebebiyle terpenler karakteristik
aroma i¢in daha O6nemli hale gelmektedir. Limonen ve a-pinen Ezine peynirindeki

terpenlere 6rnek gosterilebilir (Avsar ve ark., 2009).

Nitrojen igeren bilesikler; arasinda peynir aroma kimyasi acisidan en dnemli 6zellik
gosteren bilesiklerden biri indoldiir. Triptofanin parcalanma iiriinii olarak olugsmaktadir.
Peynir aromasinda saptanan diger bir nikrojen iceren bilesik ise skotoldiir. Ancak bu

bilesiklerin toplam aromaya etkisinin sinirli oldugu belirlenmistir (Avsar ve ark., 2009).

Pirazinler; mailard reaksiyonlar1 veya mikrobiyal sentez yoluyla olusabilmektedir.
Peynir aromasinda findigimsi, kavruk, toprak ve c¢ig patates aromatik 6zelliginden
sorumlu gruptur. Bazi peynirler i¢in bu aromatik bilesikler aromaya olumlu katki

saglarken bazi peynirlerde ise aroma kusurlarina yol agabilirler. Algilanma esigi ¢ok
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diisiik oldugu icin aromaya katkis1 bulundugu miktara baglh olarak daha 6nemli hale

gelmektedir (Qian ve Burbank, 2007; Avsar ve ark., 2009).

Fenolik bilesikler, peynir aromasina diisiik konsantrasyonda olumlu etkileri olan
bilesiklerdir. Peynir aromasi agisindan en énemli fenolik bilesiklerden biri p-kresol (4-
metil fenol)’diir. p-kresol tirozinden meydana gelmektedir. Peynire kattigi aromatik
ozellik ilag benzeri olarak tanimlanmistir. Fenolik bilesiklerin genel aromatik algisi ise
keskin, tiitsii, dumanimsi, ahir, diski olarak tanimlanmaktadir (Ha ve Lindsay, 1991;
Avsar ve ark., 2009).

2.7. Superkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SFE)

Superkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SFE) 1879 yilinda Hannay ve Hogarth’in siiperkritik
akigkan ortamindaki ¢6ziinen maddeleri gézlemlemeleri ile yeni bir ¢6ziicii ortami
olabilecegi fikrini oraya atmalari ile ¢ikmistir. Ancak, 1960’tan sonra SFE’nin ticari
tiretim siireglerinde uygulanabilirligi kapsamli bir sekilde incelenmistir. SFE’nin
endistriyel uygulamalar1 1990’larin baslarindan bu yana yeni patentler ile gii¢lii bir

gelisme yasamustir (Herrero ve ark., 2010).

Saf bir maddenin kritik sicaklik (Tc) ve kritik basing (Pc) degerinin iizerine ¢ikildiginda
stiper kritik faz baslar ve bu fazda maddeler kosullara gore gaz ile sivi arasinda farkl
fizikokimyasal dzelliklere sahip olurlar. Ornegin, yiiksek basingta stiperkritik akiskanin
¢Oziiniirliik ve yogunluk 6zellikleri sivilara yakinken, difiize edilebilirligi oldukca artar
ve viskozitesi azalir. Difiize edilebilirligin artmasi ve viskozitenin diigmesi kiitle
aktarimini olumlu yonde artirir ve ekstraksiyon siiresinin kisalmasini saglar (Morgan,
2000). SFE hizli bir tekniktir. Genellikle, 10-60 dakikada tamamlanirken, sivilar ile
gerceklestirilen ekstraksiyon saatler hatta giinler alabilir. Bir siiperkritik akiskanin ¢6ziicii
giicii basinci ve sicakligi degistirerek gelistirilebilir (Ahangari ve ark., 2021). Bu sebeple,
stiperkritik akigkanlarla ekstraksiyon yapilirken, basing ve sicaklik ekstrakt i¢in en uygun

degerlere ayarlanabilir (Ahangari ve ark., 2021; Mukhopadhyay, 2000)
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Cozucu olarak karbondioksit (CO2) kullanilmast CO2’nin ucuz olmasi, saf halde kolay
temin edilebilir olmasi, toksik olmamasi, kritik sicaklik ve basincinin kolay ulasilabilir
olmast (31.1 °C ve 72.9 atm), diger organik ¢oziiciilere kiyasla ¢evre dostu olmasi,
Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) ve Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi tarafindan
giivenli kabul edilmesi gibi bir ¢ok yonden avantaj saglamasindan dolayr tercih
edilmektedir (Herrero ve ark., 2010; Morgan, 2000). CO; sahip oldugu diisiik kritik
sicaklik sayesinde oda sicakligina yakin bir sicaklikta uygulama yapma imkani
saglamaktadir. Bu 06zelliginden dolayr CO2 1siya duyarli ve ugucu bilesenlerin
bozulmasini 6nledigi gibi gidalarin fizikokimyasal, duyusal ve besleyici 6zelliklerinde
meydana gelen degisimi de minimuma indirir ve bdylece yiiksek kaliteli {iriin elde
etmesini saglar. Ayrica, sahip oldugu ilimh kritik basing sayesinde diger siiperkritik
akiskanlara kiyasla enerji ve yatirnm maliyeti olduke¢a diisiiktiir (Amaral ve ark., 2017).
Stiperkritik akiskanlarin ¢ogu oda kosullarinda gaz halindedir. Bu nedenle ¢ozeltilerdeki
analitlerin geri kazanilmasi geleneksel ekstraksiyon yontemlerine gore ¢ok daha kolaydir.
Ciinkii sivilar ekstrakttan ayirmak icin 1sitarak buharlagtirmak gerekir ve bu yontem 1s1ya
duyarli ve ugucu aroma bilesenlerinin kaybedilmesine neden olur. SC-CO; 6zellikle
aroma bilesenleri gibi 1siya duyarli bilesenler i¢in uygun bir ¢aligma prosesi

saglamaktadir (Costa ve ark., 2012).

Stiperkritik akigkanlar sadece basinci azaltarak analitten ayrilirlar. Bu nedenle hem
isletme maliyeti diiser hem de {iriin kalitesine 6nemli bir katk1 saglanmis olur (Erbatur ve
ark., 2008). Ayrica SC-CO; ile aroma ekstraksiyonunda antioksidanlarin da yag ile
birlikte ekstrakste edilmesi nedeniyle Grinun raf 6mri daha uzundur (Mukhopadhyay,
2000a). SC-CO2’nin baslica dezavantaji ise polaritesinin diisiik olmasidir. Ancak, polarite
duzenleyici olarak yardimci solventlerin kullanilmasi ile bu problemin iistesinden
gelinmektedir. Yardimer solvent, siiperkritik akiskanin polaritesini degistirerek ¢oziicti
giicinii artirmaktadir. Ayrica yardimci solvent ekstrakte edilecek bilesen ile bulundugu
matriks arasindaki etkilesimi de azaltmakta ve bdoylece -ekstraksiyon verimini

artirmaktadir (Herrero ve ark., 2010).

SFE sistemi dinamik ekstraksiyon modu veya statik ekstraksiyon modu olmak (izere iki
kullanim modundan birine gore ¢alisabilir (Erbatur ve ark., 2008). Dinamik ekstraksiyon

modunda ornek siirekli olarak taze siiperkritik akiskan ile beslenir ve ekstrakte edilen
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analitler siirekli olarak toplama kabina alinir. Statik ekstraksiyon modunda ise
ekstraksiyon c¢ikist kapatilir ve statik kosullar altinda basing uygulanir. Uygun
ekstraksiyon siiresinin ardindan analitler statik ekstraksiyondan geri kazanilirlar ve
genellikle ekstraksiyon hiicresinin ¢ikis vanasi agilarak kisa bir siire dinamik ekstraksiyon

uygulanir (Hawthorne, 1993).

SFE analitik amagla kullaniliyorsa ekstrakte edilen bilesen dogrudan cihazin ilgili
bolimine gonderilir. Bu sistem genellikle bir gaz kromatografi cihazidir ve bu
uygulamaya on-line analiz adi verilir. Eger ekstrakte edilen bilesen toplandiktan sonra
analizi gerceklestirilecekse bu uygulamaya off-line analiz adi verilir. Off-line analiz
yapilacaksa ekstraksiyon sisteminin ¢ikist birkag mL ¢oziicii siviya batirilip, gaz
halindeki siiperkritik akigkan havaya giderken ekstrakt ¢6zeltide tutulur. On-line analizin
baslica avantajlari, ekstraksiyon ve Olgme basamaklari arasinda ayrica bir numune
hazirlama islemine gerek olmamasi ve analitin seyrelmesi problemi olmadigi igin

duyarhigin yiikselmesidir (Erbatur ve ark., 2008; Larrayoz ve ark., 1999, 2000)

SFE’ye dayali yontemler gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bilinen en
yaygin uygulamalar kahveden kafeinin ekstraksiyonu ile kafeinsiz kahve tiretimi, sarap
ve biradan alkol ekstraksiyonu, ette veya siit tirlinlerinde yag miktarinin azaltilmasi,
baharat 6zutlerinin eldesidir (Wozniak ve ark., 2017). Meyve ve sebzelerden esansiyel
yaglarin, yag asitlerinin ve biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu, farkli kaynaklardan
aroma bilesenlerinin ekstraksiyonu, bitkilerden tibbi bilesenlerin ve alkaloidlerin elde
edilmesi, antioksidanlarin ekstraksiyonu gibi farkli prosesler i¢in de SFE’nin kullanimi

yaygindir (Ahangari ve ark., 2021; Herrero ve ark., 2010; Morgan, 2000).

De Haan ve ark. (1990) tarafindan yapilan ¢alismada SC-CO; ile siit yagindan aroma
bilesenleri konsantresi elde edilmistir. Ekstraksiyon sicakligi 40-50 °C arasinda
degismektedir. ki asamali ekstraksiyon prosesi ile yogunluklar1 600-700 kg/m?® arasinda
degisen siit yagi laktonlart1 500 kat konsantre edilmistir. Tek asamali ekstraksiyon
prosesinde ise yalnizca 20 kat konsantre elde edilebilmistir. Sicaklik ve basing arttikea,
siit yag trigliseritlerinin  ¢Oziinlirliiglinlin  artmasina baghi  olarak  lakton

konsantrasyonunun azaldig tespit edilmistir.
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Tuomala ve Kallio (1996) tarafindan yapilan ¢alismada SFE ile olgun ve yar1 olgun
Emmental peynirinden serbest yag asitleri ve diger ucucu aroma bilesenlerinin
ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraksiyon kosullar1 40 °C ve 10 MPa olarak se¢ilmistir. 7
dakika statik ekstraksiyon, 3 dakika dinamik ekstraksiyon sonrasi e¢lde edilen ekstraktlar
GC-FID ve GC-MS teknigi ile incelenmistir. Ug ekstraksiyon sonucu elde edilen
ekstraksiyon verimi ortalama %82 olarak hesaplanmistir. Kisa zincirli yag asitlerinin
ekstraksiyon veriminin daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Orta ve uzun zincirli
yag asitlerinin ise daha yavas ekstrakte edildigi belirtilmistir. Yiiksek molekiil agirlikli
yag asitlerinin CO2’deki ¢oziiniirliigiiniin daha az oldugu yorumu yapilmistir. On-line
SFE-CO2, Emmental peynirinde serbest yag asidi ve mindr aroma bilesenlerinin

tespitinde es zamanli analiz sonuglariin alindig1 hizli bir yontem olarak belirlenmistir.

Larrayoz ve ark. (1999) tarafindan yapilan ¢caligmada SFE ile Idiazabal peynirinden ugucu
aroma bilesenlerinin ekstrakte edilebilirligini etkileyen dolayli parametrelerin
optimizasyonu yapilmistir. Calismada dolayli parametreler olarak Ornek hazirlama,
ornek/¢oziicli orani, tutulma sicakligi ve ekstraksiyon hiicresinin tiirli incelenmistir.
Uygulamada yardimci solvent olarak 0.5 mL metanol kullanmilmistir. Elde edilen
ekstraktlar GC teknigi kullanilarak analiz edilmistir. Liyofilize peynir 6rneklerinde ugucu
bilesenlerin liyofilize edilmemis Orneklere kiyasla kaybedildigi, ultrason uygulanmis
orneklerde ultrason uygulanmamis 6rneklere kiyasla daha az miktarda ugucu bilesen elde
edildigi belirlenmistir. Ekstraksiyon hiicresinin tiirii polar oktadesilsilika ve tutulma

sicakligi -5 °C olarak belirlenmistir.

Larrayoz ve ark. (2000) tarafindan yapilan ¢aligmada SFE ile Roncal peynirinden aroma
ekstraktlar1 elde edilmistir. Calismada ¢oziicii olarak n-hekzan, n-hekzan:aseton (2:1) ve
n-hekzan:aseton (4:1) kullanilmigtir. Ekstraksiyon parametreleri olan sicaklik 50 °C ve
basing 109 bar olmak iizere hem statik hem de dinamik ekstraksiyon yapilmis ve toplamda
ekstraksiyon siiresi 40 dk olarak belirlenmistir. Calismada proses parametrelerinin
optimizasyonu ve ekstraksiyon verimine etkisi incelenmemistir. Elde edilen ekstraktlar
tizerinde duyusal analizler yapilmis bunun i¢in siralama benzerlik ve eslestirme testleri

yapilmistir. Karsilagtirma yapabilmek i¢in krema, quark, Ricotta tipi peynir ve tulum
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peyniri olmak tizere dort farkli siit iirlinii test edilmistir. Roncal peynirinin aroma
ozelliklerine en yakin aromanin elde edildigi ekstraksiyonun ¢oziicii karisimi n-

hekzan:aseton (2:1) olarak belirlenmistir.

Lamsen ve Zhong (2011) tarafindan yapilan calismada SC-CO; ile whey protein
izolatindan istenmeyen koku bilesenlerinin uzaklastirilmas: amaglanmistir. Ekstraksiyon
kosullari sicaklik (30-65 °C), basing (70-300 bar) ve ekstraksiyon suresi (10-90 dk) olarak
belirlenmistir. Elde edilen ekstraktlar GC/MS teknigi kullanilarak analiz edilmistir.
Sonuglara gore yiiksek sicaklik ve basing kombinasyonunun ugucu bilesenlerin
ayrilmasinda daha etkili oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte stiperkritik akiskanin
diisiik yogunluk sartlarinda da (100 bar, 65 °C; 75 bar, 35°C; 100 bar 35 °C) kiyaslanabilir
miktarda ugucu bilesenlerin uzaklastirilabilecegi bildirilmistir. Boylece SC-CO: ile whey
protein izolatlarinin kalitesinin gelistirilmesinde ¢evre dostu yeni bir teknolojik uygulama

ortaya konulmustur.

Raines (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, Rokfor tipi peynir 6rnegi ve Batik Kiiltiir
Fermantasyonu ile iiretilen Rokfor tipi peynir aromasi drneklerinden SC-COz2 ile peynir
aromasi elde edilmistir. Rokfor tipi peynir 6rnegi i) 35 °C ve 78 bar ii) 45 °C ve 90 bar,
Batik Kiiltiir Fermantasyonu ile tiretilen Rokfor tipi peynir aromasi 6rnegi ise 1) 35 °C ve
73 bar ii) 45 °C ve 77 bar olmak {izere iki farkli kosulda ekstraksiyona tabi tutulmustur.
Elde edilen ekstraktlar GS/MS ile analiz edilmistir. ikinci 6rnekte elde edilen aroma
bilesenlerinin daha fazla oldugu, ekstraksiyon veriminin ise sicaklik ve basincin yani sira

PR

aroma bilesenine gore de degistigi tespit edilmistir.

Yee ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, SC-CO; kullanilarak az yagli Cheddar
ve Parmesan peyniri gelistirmek amaclanmistir. Elde edilen az yaglh peynirlerin aroma
bilesimi tam yagli peynirlerin aroma bilesimine kiyasla incelenmistir. Bu amagla, SC-
CO2 parametreleri sicaklik 35 ve 40 °C, basing 200 ve 350 bar ve CO> akis hiz1 500 ve
1000 g/dk olarak se¢ilmistir. Cheddar peyniri igin maksimum verim mevcut yagin %
51’inin uzaklastirilmasi ile 200 bar, 40 °C, 1000 g/dk CO. kosullarinda; Parmesan peyniri
icin maksimum verim mevcut yagin % 55.56’sinin uzaklastirilmasi ile 350 bar, 35 °C,

1000 g/dk CO: kosullarinda elde edilmistir. SC-CO- ile ekstrakte edilen lipitlerin polar
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olmayan lipitler oldugu, polar lipitlerin peynir matriksinde kaldig1 gozlenmistir.
Arastirma SFE teknolojisinin siit endiistrisinde az yagli peynir gelistirmek igin

kullanilabilecegini 6nermektedir.

Yee ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, peynir tiiriiniin ve peynirde olgunlasma
stiresine bagli olarak olusan proteoliz iiriinlerinin ekstraksiyon prosesi tizerindeki
etkilerinin incelenmesi amacglanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda 9 ay olgunlastirilmis
Cheddar ve Parmesan peyniri 6rnekleri ile 24 ay olgunlastirilmig Cheddar ve Parmesan
peyniri orneklerine 35 °C, 350 bar, 20 g/dk ¢oziicii akis hiz1 ile 55 dk stiperkritik
karbondioksit ekstraksiyonu uygulanmistir. Cheddar ve Parmesan peyniri 6rneklerinde
kontrol grubu olarak analizleri yapilmak {izere 100 g 6rnek 35 °C, atmosferik basing
altinda 55 dk boyunca bir inkiibatérde tutulmustur. Elde edilen verilere gére peynirlerin
cinsine gore yag ekstraksiyon verimin farklilik gosterdigi ancak peynirin olgunlasma

stiresine gore yag ekstraksiyon veriminin anlamli farklilik gostermedigi tespit edilmistir.

Sanchez-Macias ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada Gouda tipi kegi peyniri ile
Majorero keg¢i peynirinde ekstraksiyon basincinin degisimine bagli olarak ekstrakte
edilen yag miktar1, mikrobiyel yiik, polar yag profili ve mikro yapinin ortaya koyulmast
amagclanmistir. Bu amagcla 10, 20, 30, 40 x10° Pa basingta, 35 °C ve 50 dk ekstraksiyon
yapilmustir. Ayrica, kontrol 6rnegi olarak her iki peynir 6rnegi 35 °C ve 50 dk inkiibatorde
bekletilmistir. Elde edilen verilere gore basing degisimine bagl olarak kuru madde ve
protein degerlerinde istatiksel agidan 6nemli bir degisimin olmadigi, yag miktarinda ise
yaklasik %50 oranda azalma meydana geldigi gozlemlenmistir. SC-CO2 uygulanan
peynirlerde mikrobiyel yiikiin azaldig1 boylelikle peynirde raf dmriiniin uzatilabilecegi
yorumu yapilmistir. Ayrica peynirde trigliserit ve kolesterol miktarinin azalmasina bagl

olarak kegi peynirinde daha saglikli bir segenek olusturulabilecegi tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismada kullanilan klasik Ezine peyniri (sadece Ezine peynir olarak da tez iginde ifade
edilmistir) ve EMP Ezine Peyniri Maysa Gida A.S. tarafindan temin edilmistir.
Ekstraksiyon uygulanmis ornekler pelet olarak adlandirilmistir. Peynir numunelerinde,
peletlerde ve ekstraksiyon sonrasi elde edilen ekstraktlarda asagida belirtilen analizler
yapilmistir. Ekstraksiyon kosullarina gore ekstraktlara verilen kodlar Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Ekstraksiyon kosullar1 ve 6rnek kodlari.

_E_zine EMP Ezine Yardimel
Peynlrln_den Elde Pevnirinden Eld Sicakhk Basing Solvent
ynirinden Elde N
Edilen Edilen Ekstraktlar (°C) (Bar) (Etanol)
Ekstraktlar (%)

AAA XXX 35 100 0
BAA YXX 45 100 0
CAA ZXX 55 100 0
ABA XYX 35 200 0
BBA YYX 45 200 0
CBA ZYX 55 200 0
ACA XZX 35 300 0
BCA YZX 45 300 0
CCA ZZX 55 300 0
AAB XXY 35 100 4
BAB YXY 45 100 4
CAB ZXY 55 100 4
ABB XYY 35 200 4
BBB YYY 45 200 4
CBB Y 55 200 4
ACB XZY 35 300 4
BCB YZY 45 300 4
CCB 7Y 55 300 4
AAC XXZ 35 100 8
BAC YXZ 45 100 8
CAC ZXZ 55 100 8
ABC XYZ 35 200 8
BBC YYZ 45 200 8
CBC ZYZ 55 200 8
ACC XZ7Z 35 300 8
BCC YZZ 45 300 8
CCC 277 55 300 8
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3.2. Metot
3.2.1. Peynir ve Peletlere Uygulanan Analizler

Calismada kullanilan klasik Ezine peyniri, EMP Ezine peyniri ve ekstraksiyon sonrasi
her bir ekstraksiyon kosulunda elde edilen peletlere kuru madde analizi, pH analizi, yag
analizi, titrasyon asitligi analizi, toplam protein analizi, pH 4.6’da ¢6ziiniir azot tayini,
toplam serbest aminoasit tayini, lipoliz dizeyinin gaz kromatografisi, aroma (ucucu

bilesiklerin) analizleri uygulanmustir.

3.2.1.1. Kimyasal Bilesim Analizleri
3.2.1.1.1. Kuru Madde Analizi

Calismada kullanilan klasik Ezine peynirinde, EMP Ezine peynirinde ve ekstraksiyon
sonrast her bir ekstraksiyon kosulunda elde edilen peletlerde toplam kuru madde miktar

gravimetrik olarak 103 °C‘de 5 saat olacak sekilde yapilmistir (IDF, 1982).

3.2.1.1.2. pH Analizi

Analizde dijital pH metre (MeterLab PHM?240 pH/ion meter) ve cam elektrot (pHC3001-
8, Radiometer Analytical, France) kullanilarak dogrudan pH 6l¢iimii yapilmistir. Elektrot
ornege direkt batirilmis ve pH degeri sabit oldugu noktada okuma yapilmustir.

3.2.1.1.3. Yag Tayini

Klasik Ezine peynirinde, EMP Ezine peynirinde ve ekstraksiyon sonrasi her bir
ekstraksiyon kosulunda elde edilen peletlerde Gerber biitirometresi kullanilarak Van

Gulik metodu ile yag miktar1 belirlenmistir (Ardd ve Polychroniadou, 1999).

3.2.1.1.4. Titrasyon Asitligi Analizi

5 g 6rnek 50 mL saf su ile homojen hale getirilmis ve etil alkolde hazirlanmis fenolftalein
varliginda 0.1 N NaOH ile 30 saniye kalici pembe renk elde edilecek sekilde titrasyon
yapilmustir. Titrasyon asitligi sonuglar1 % laktik asit cinsinden ifade edilmistir (AOAC,
2000; Hooi ve ark., 2004; TSE, 2006).
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3.2.1.2. Protein Analizi

Klasik Ezine peyniri, EMP Ezine peyniri ve ekstraksiyon sonucu elde edilen peletlerde
toplam azotlu maddeler tayini IDF (1993) uygun Kjeldahl yontemi ile yapilmistir. Elde
edilen % toplam azotlu madde degeri 6.38 faktor ile carpilarak orneklerin % protein

degeri hesaplanmustir.

3.2.1.3. pH 4.6’da Coziiniir Azot Tayini

pH 4.6’da ¢Oziiniir fraksiyon hazirlamak amaciyla, ekstraksiyon sonrasi peynirlerden
yeteri kadar ayrilmayan kolon dolgu maddesini uzaklastirabilmek amaciyla, peynir ve
pelet drnekleri 5 ve 10 g olacak sekilde tartilmis ve 0.5 M trisodyum sitrat ¢ozeltisinde
50-60 °C su banyosu icerisinde 6rnek kaplar1 belirli araliklarla ¢alkalanarak ¢oziilmesi
saglanmustir (Ardé ve Polychroniadou, 1999). Ornekler 8 mL 2 N HCI eklenerek pH
4.6’ya ayarlanmistir. pH's1 ayarlanmis ornekler bir gece 4 °C’de bekletilmistir. Daha
sonra 4 °C’de ve 10000 g’de 15 dakika santrifiij edilmis ve Whatman No:113 filtre kagidi
ile filtre edilmistir. Elde edilen filtratta Kjeldahl yontemi ile azotlu madde tayini
yaptlmistir (IDF,1993). pH 4.6’da ¢6ziiniir azotlu (CA) maddeler bazinda olgunlagma

indeksi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.
Olgunlasma indeksi (pH 4.6’da CA bazinda) = pH 4.6’da CA / toplam azotx100

Ayrica, filtratin bir kism1 toplam serbest amino asit analizi i¢in kullanilmigtir.

3.2.1.4. Toplam Serbest Aminoasit Tayini

Peynir ve pelet 6rneklerindeki toplam serbest amino asit miktarini belirlemek amaciyla
trinitrobenzensulfonik asit (TNBS) yontemi kullanilmistir (Ardé ve Polychroniadou
,1999). Analizde kimi modifikasyonlar yapilmigtir. Bu amagla daha 6nceden pH 4.6
¢Oziinur azot tayininde elde edilip ayrilan filtratlar ile % 24°liikk TCA (trikloroasetik asit)
cozeltisi ile 1:1 oranda karigtirllmig ve vortekslenip, 4 °C’de bir gece bekletilmistir.
Ardindan, 10000 g’de ve 20 °C’de 5 dakika santrifiij edilmis ve Whatman No:1 filtre
kagidi ile siiziilerek filtrat ayrilmistir. Elde edilen filtrattan 75 pL alinmis ve Uzerine 925
pL borat tamponu (0.1 M) ilave edilmistir. Bu karisimdan 500 pL alinmis ve Gizerine 500
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pL borat tamponu ve 1 mL TNBS ¢ozeltisi ile vortekslenmistir. Elde edilen karisim 37
°C’de su banyosunda 1 saat inkiibe edilmis ve inkubasyon sonunda 2 mL 0.1 M fosfat
tamponu (1.5 mM NazSOs igeren) eklenmistir. Olgiimler, 420 nm’de Thermo Scientific
Evolution 201 UV-Visible Spektrofotometre (Shanghai, China) ile ger¢eklestirilmistir.

Sonuglar mg 16sin/g peynir olarak verilmistir.

3.2.1.5. Lipoliz Duzeyinin Belirlenmesi

Klasik Ezine peyniri, EMP Ezine peyniri ve peletlerde serbest yag asitleri De Jong ve
Badings (1990)’a gore ekstrakte edilmistir. Bu amagla, klasik Ezine peynirinden ve
peletinden 2.5 g, EMP Ezine peyniri ve peletinden 1 g alinarak 8 g susuz sodyum sulfat
ile homojen hale gelinceye kadar ezilmistir. Orneklerin GC analizine hazir hale
getirilmesi ve konsantrasyonlarin hesaplanmasi Bulat (2011)’e uygun olarak yapilmistir.
Analizde, ThermoScientific TRACE 1300 GC (USA) model GC sistemi kullanilmustir.
GC sistem ekipmanlari, otosampler (ThemoScientific TriPlus RSH) ve alev iyonlagtirma
dedektoriinden (FID) olusmaktadir. Sistem ChromQuest 5.0 yazilimi ile kontrol
edilmektedir. Analiz sonuglari mg serbest yag asidi/kg ekstrakt olarak verilmistir. Analiz

kosullar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Yag asidi analizleri i¢in kullanilan GC analiz kosullart (Bulat, 2011).

Kolon tipi TR-FFAP kolon, 30 m uzunluk x 0.25 mm i¢ ¢ap x 0.25 pum film
kalinlig1 ( Thermo Ficher Scientific, Bellefonte PA, USA)

Tastyici faz Helyum

Akis hiz1 2 mL/dk

Ayirim sicakligi Kolon sicakligi 90 °C’den baslatilmistir. 90 °C’de 1 dk bekletme

sonrasi 240 °C’ye ¢ikarilmistir. Bu islem 7 °C/dk hizla yapilmistir
ve 240 °C’de 15 dk sabit tutulmustur.

Dedektor Alev iyonlastirma dedektorii, 260 °C
Split oran1 40:1
Enjeksiyon sicaklig1 250 °C
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3.2.1.6. Ucgucu Bilesen Analizi

Ugucu bilesen analizinde ¢0zucisuz teknik (SPME- Solid Phase Microxtraction)
kullanilmistir. Ekstraksiyon oncesi klasik Ezine peyniri 3 g, EMP Ezine peyniri 0.5 g ve
pelletler 3 g olacak sekilde 20 mL’lik GC-MS viallerine tartilmistir ve i¢ standart olarak
2-metil-3-heptanon (20 ppm 80 pL) ve 2-metil pentanoik asit (200 ppm 80 pL)
eklenmistir. Vialler hava almayacak sekilde kapatilmistir. Bu iglemler ekstraksiyonlar
ile es zamanli olarak yapilmistir ve i¢ standartlar giinliik olarak hazirlanmistir. Analizler
3 faz SPME fiber (I cm, 50/30 upm, StableFlex DVB/CAR/PDMS
divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane, Supelco, Bellefonte, PA) ve otosampler
(ThemoScientific TriPlus RSH, Switzerland) kullanilarak gerceklestirilmistir. SPME
Fiber viallerin tepe boslugunda 45 °C’de 30 dakika bekletilmistir ve bdylece ucucu
bilesiklerin adsorpsiyonu saglanmistir (Bulat ve Topcu, 2020). Ugucu madde analizinde
ThermoScientific 1SQ-QD GC-MS sistemi (ThermoFisher Scientific, USA) ve
tanimlama islemi i¢in WILEY ve NIST kiitiiphaneleri kullanilmistir. Analiz kosullari
Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Ugucu bilesiklerin analizi i¢in kullanilan GC-MS kosullari.

Enjektor Splitless mode
Desorpsiyon SPME Fiber 260 "C’de 5 dakika
Kolon TR-WaxMS kolon (60 m uzunluk x 0.25 mm i¢ ¢ap x 0.25 pm

film kalinligi, ThermoFisher Scientific, Bellefonte PA, USA)

Dedektor ISQ-QD MS
Tastyic1 Gaz Helyum, 1 mL/dk akis hiz1 ile
Kiitle Aralig 25-350

Sicaklik ProgrambLamasi  Sicaklik 40 °C’de 10 dakika beklemenin ardindan 5 °C/dk hizla
artarak 250 °C’ye ¢ikarilmustir. 250 °C’de 10 dakika bekletilmistir.

31



3.2.2. Superkritik Karbondioksit Ekstraksiyonu

Calismada kullanilan Kklasik Ezine peyniri (40 g) ile EMP Ezine peyniri (50 g) birebir
oranda silika jel ile homojen hale gelene kadar karistirilmistir. Orneklerin silika jel ile
karistirtlmasinda; silika jelin kolon dolgu maddesi/su baglayici olarak gérev almasi (i),
ornegin dagilmasina yardimei olmasi CO2’nin drnekle etkilesime girecegi yiizey alaninin
artirtlmasi (ii) ve CO2’nin gegisinin kolaylagsmasi (iii) amaglanmistir. Ayrica 6rnekteki
suyun silika tarafindan tutulmasinin ekstrakte edilen yag miktarimi ve dolayisiyla
ekstraksiyon verimini artirdigi &n denemeler ile belirlenmistir. On denemelerde;
dogrudan Ornegin homojenize edilip ekstraksiyon haznesine yuklenmesi (i), susuz
sodyum siilfat ile birebir oranda karistirilarak ekstraksiyon haznesine yiiklenmesi (ii),
cam boncuk (iii) ve silika jel (iv) ile birebir oranda karistirilarak ekstraksiyon haznesine
yuklenmesi gibi farkliliklar test edilmistir. Her bir ekstraksiyon icin klasik Ezine
peynirinde toplam 80 g, EMP Ezine peynirinde ise 100 g 6rnek ekstraksiyon haznesine
yerlestirilmistir. Ayrica, ekstraksiyon suresi 6n denemelerle belirlenmistir. Bu amagla 30
dk, 60 dk, 90 dk ve 120 dk siireleri test edilmistir. Ekstrakt verimi agisindan uygun

ekstraksiyon siiresinin 90 dk olduguna karar verilmistir.
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Sekil 3.1. Farkli 6n deneme kosullarinda elde edilen ekstraktlar.

Peynir 6rneklerinde ekstraksiyon islemi Thar Instruments SFE-100-2-FMC10 (USA) ile
gerceklestirilmistir. Cihaz 100 mL hacimli ekstraksiyon haznesi, 500 mL hacimli toplama

haznesi, otomatik basing regiilatorii, 6 bolgeli sicaklik kontrolii, yiiksek basinca dayanikli
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(600 Bar) P- 50 seri pompa, glikol igeren sogutma sistemi ve yardimei ¢oziicii i¢in seri 3

(Thar Instruments, Series 3 Pump, Manuel) pompadan olusmaktadir (Anonim, 2016).

Sekil 3.2. Superkritik akiskan ekstraktorti (SFE-100-2-FMC10, Thar Instruments, PA,
USA).

" Co-solvent Pompas1 Otomatik BPR

Toplama
haznesi

CO2 Pompast

Statik
Karistirien

Tanki

Manuel BPR
‘ 1]
“

Sekil 3.3. SC-CO2 proses akim semasi.
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Calismada siiperkritik akiskan olarak CO2 (% 99.9 saflikta, Linde Gaz A.S.), yardimc1
¢ozlcu (co-solvent) olarak etanol (% 99.8 saflikta, Sigma-Aldrich) kullanilmigtir. Analiz
kosullar1 Cizelge 3.4’te verilmistir. Etanollii ekstraksiyonlarda uygun oranda etanol
cihaza komut verilerek yardimci-solvent pompasi ile statik karistiriciya gonderilmis ve
cihaz tarafindan CO; ile karistirilmistir. Elde edilen ¢6ziictiniin sicaklign 1s1 degistirici
tarafindan girilen sicakliga ayarlanmistir. Ekstraksiyon haznesindeki sicaklik degeri de
secilen sicakliga sabitlenmistir. Bu sirada ekstraksiyonun gergeklestigi basing degeri
otomatik BPR {iizerinden okunmustur. Ekstraksiyon icin belirlenen sure tamamlandiginda
kontrol bilgisayar1 iizerinden sistem durdurulmustur ve cihaza manuel olarak azalan
basing degerleri girilerek cihazin basinci 20 bara kadar diisiiriiliince toplama haznesinden
elde edilen ekstraktlar alinmigtir. Bu cihaz off-line analiz yontemiyle ¢alismaktadir. Bu
nedenle ¢alismada kullanilan cihaz herhangi bir analiz cihazina bagli olmayip, 6rnekler
toplama haznesinin manuel vanasindan Ornek kaplarma alinmistir. Elde edilen

ekstraktlardan bazilar1 Sekil 3.4’te verilmistir.

Y

Sekil 3.4. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen ekstraktlardan bazilari.

Cizelge 3.4. Superkritik Karbondioksit Ekstraksiyon kosullari.

Sicaklik 35, 45,55 °C
Basing 100, 200, 300 bar
Yardimcei-solvent (%) %0,% 4,%8
Ekstraksiyon suresi 90 dakika

CO; Akis Hizx 5 g/dk
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Superkritik Karbondioksit Ekstraksiyonu klasik Ezine peyniri ve EMP Ezine peyniri icin
35, 45, 55 °C olmak tizere ti¢ farkli sicaklik, 100, 200, 300 bar olmak {iizere ii¢ farkli
basing ve % 0, 4, 8 olmak {izere ii¢ farkli yardimci-solvent ylzdesinde sabit stre (90 dk)
ve sabit CO; akis hizinda gergeklestirilmistir. CO2’nin apolar karakterde bir ¢oziicl
olmasindan dolay1 polar karakterli aroma maddelerinin de ekstraksiyonunu saglamak
amactyla yardimci-solvent olarak farkli derisimde etanol kullanilmasinin ekstraktin
aromasina katkisinin ne diizeyde olacaginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, iki
ornekte her bir parametrenin kombinasyonu olacak sekilde toplam 54 ekstraksiyon

gerceklestirilmistir.

Ekstraksiyon 6ncesi toplama kabina 20 mL aygicek yagi koyularak aygicek yaginin ugucu
aroma bilesikleri i¢in tutuklama fazi (capture oil) olarak kullanilmasi amaglanmistir.
Siiperkritik akigkanlarin ekstraksiyon prosesinde bilinen en énemli avantajlarindan biri
akiskan tizerindeki yiiksek basincin kaldirilmasi ile akiskanin gaz fazina doniiserek
ekstrakti kolayca birakmasi ve ek bir ayirma islemine gerek duyulmamasidir. Yag fazinda
olmayan ugucu bilesikler i¢in bir tutuklama fazinin kullanilmasinin aroma verimini
artirdig1 gozlemlenmistir. Ekstraksiyon sonunda her bir drnek igin elde edilen ekstrakt
ornek kaplarina alinarak planlanan analizler yapilana kadar -20 °C‘de muhafaza

edilmistir.

3.2.3. Ekstraktlara Uygulanan Analizler

3.2.3.1. Diferansiyel Taramalh Kalorimetre ile Termal Analiz

Ekstraktlarin DSC (Diferansiyel Taramali Kalorimetre) ile termal analizi TA Instruments
Q20 model DSC cihazi ile yapilmistir. Ekstraksiyonlarda tutucu faz olarak kullanilan
aygcicek yagi, sadeyag, farkli ekstraksiyon kosullarinda Ezine peynirinden elde edilen bes
farkl1 ekstrakt, EMP Ezine peynirinden elde edilen bes farkli ekstrakt olmak tizere toplam
12 drnek ile 2 paralel olacak sekilde 24 analiz yapilmistir. Cihazda sogutucu gaz olarak
% 99.9 saflikta azot gazi1 50.00 mL/dk besleme hiziyla kullanilmistir. DSC cihazinin
kalibrasyonu indium (erime noktasi 156.6 °C ) ile yapilmistir. Calismada TA Instruments
Part: 900793.901 T30714 numaral1 aliiminyum hermetik pan ve Part: 900793.901 T30602

aliminyum hermetik pan kapaklart kullanilmigtir. Hermetik panlara tartilacak 6rnek

35



miktar1 7-8.5 mg olarak belirlenmistir. Ornekler tartim &ncesi sicak su banyosunda
homojen hale getirilmistir. Isitma ve presleme sirasinda ortaya cikacak tagmalar
onlenmek amaciyla her 6rnek maksimum 8.5 mg olacak sekilde tartilip net tartim miktari
analiz 6ncesi cihaza girilmek tizere kaydedilmistir. DSC olgiimii hermetik olarak
kapatilmis ayn1 6zellikteki bos referans pana kars1 yapilmistir. Ekstraktlara uygulanacak
DSC analizinin metodu farkli 6n denemeler ile belirlenmistir. Aycicek yagi i¢in son
kristalizasyon pikinin -60 °C ile -70 °C arasinda, sade yag igin son erime pikinin 40 °C
ile 50 °C arasinda gozlendigi g6z oniinde bulundurularak metodun 1sitma ve sogutma
araligi -80 °C ‘den 60 °C’ye olacak sekilde secilmistir (Danthine ve ark., 2019; Tan ve
Che Man, 2000). Isitma ve sogutma igin kullanilan sicaklik artig hizi (ramp) 3 °C/dk, 5
°C/dk ve 10 °C/dk olmak iizere ii¢ farkli yontem ile 6n denemeler yapilmistir. En iyi pik
ayriminin 3°C/dk’lik ramp ile elde edildigi gozlenmistir. Tiim bu bilgiler 15181nda DSC

analiz metodu asagidaki sekilde uygulanmistir:

DCS Analiz Metodu:

e 60 °C’de dengeye gelen 6rnek tamamen erimesi i¢in 5 dk boyunca 60°C’de

bekletilmistir.

e 5 dk bekleme sonrasi 60 °C’den 3 °C/dk ramp ile -80 °C’ye kadar sogutma
yapilmistir. Bu asama kristalizasyon asamasi olarak adlandirilir ve ornegin

ekzoterm elde edilmistir. -80 °C’de 5 dk bekleme yapilmistir.

e -80°C’de 5 dk bekletilen 6rnek 3 °C/dk ramp ile 60 °C’ye kadar 1sitilmistir ve 5
dk boyunca 60 °C’de bekletilerek dongii tamamlanmistir. Bu asama erime

asamasi olarak adlandirilir ve 6rnegin endoterm elde edilmistir.

3.2.3.2. Ekstraklarda Ucucu Bilesen Analizi

Calismada SC-CO:; ile elde edilen ekstraktlarda ugucu bilesen analizi bolim 3.2.1.6’da
belirtildigi sekilde yapilmistir. Ekstraktlar 2 g olarak amber renkli GC-MS viallerine

tartilmis hizli bir sekilde i¢ standartlar ilave edilmis ve vialler kapatilmistir.
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3.2.3.3. Serbest Yag Asidi Analizi

Calismada kullanilan klasik Ezine peyniri ile EMP Ezine peynirinden belirlenen
ekstraksiyon kosullarinda elde edilen ekstraktlardan 2 mL otomatik pipet yardimiyla
erlene alinmistir. Darasi alinan erlenler ile 2 mL 6rnegin miktar1 hassas terazi tizerinde
tartilarak degerler kaydedilmistir. Orneklerin bulundugu erlenlere organik dispenser
yardimiyla 20 mL etanol-dietileter (1:1) ve 4 damla etilalkolde hazirlanmis fenolftalein
eklenmis ve 0.05 N etanolik KOH ile titrasyon yapilmistir (Hooi ve ark., 2004 ; Gin,

2019) . Ornekler icin asit sayis1 asagidaki formiile gdre hesaplanmustir.

AS (mg KOH / kg ekstrakt) = (Vx N x 56.1) x1000 / m

V; Titrasyonda harcanan KOH (ml), N; KOH normalitesi, m; drnek miktar1 (g), 56.1
KOH’un molekiiler agirligi ve 1000 ise g/kg doniisiim faktoriidiir.

3.2.3.4. Duyusal Analiz

Calismada elde edilen ekstraktlarin duyusal degerlendirmesi yaslar1 25 ile 55 arasinda
degisen 3 kadin, 2 erkek olmak iizere peynir aromasi konusunda bilgili ve bu alanda
caligma yiiriiten toplam 5 panelist tarafindan gergeklestirilmistir. Ekstraktlar, okside,
kremamsi, whey aromasi, ransit, tereyagimsi, keskin, meyvemsi, hayvansal koku, eksi
olmak uUzere dokuz kriter iizerinden degerlendirilmistir. Duyusal analiz igin kabul
edilebilirlik testi uygulanmistir. Bu amagla Just About Right (JAR) skalas1 kullanilmstir.
Degerlendirmelerde 1 ile 5 arasinda puanlama yapilmistir. Degerlendirmede, 1 ¢ok az; 3
neredeyse ayni; 5 ise ¢ok fazla anlamina gelmektedir ve ekstraktlar hammadde olarak
kullanilan klasik Ezine peyniri ve EMP Ezine peynirine kiyasla puanlanmistir (Lawless
ve Heymann, 2010). Duyusal analizde kullanilan degerlendirme ¢izelgesi EK1 ve EK2’de
verilmigtir. Bu nedenle ilk degerlendirmede panelistlere hammadde peynirler
degerlendirmeleri lizere sunulmustur. Calismanin planlanmas1 agamasinda, peletlerde ve
etanolli ekstraktlarda da duyusal degerlendirme yapilmasi disiiniilmiistiir ancak
peletlerde meydana gelen belirgin aroma azalmasi ile tiim peletlerde benzer hayvansi
aromanin algilanmasi nedeniyle, etanollii ekstraktlarda ise ekstrakt Ust ylizeyinde ve
icerisinde aromanin algilanmasii tamamen engelleyecek miktarda etanol bulunmasi

nedeniyle duyusal degerlendirmeye dahil edilmeleri anlamli bulunmamustir.
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3.2.3.5. istatiksel Analizler

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde, SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) programi kullanilmigtir. Calismada analizler 2 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.
Varyanslarin  homojenligi Levene testi kullanilarak tespit edilmistir. Varyanslar
arasindaki farkliligin 6nem kontrolii ANOVA kullanilarak p<0.05 dnemlilik dizeyinde

degerlendirilmistir.

Ugucu bilesenlerin istatistiksel degerlendirilmesinde Temel Bilesen Analizi (Principal
Component Analysis, PCA) yapilmis ve sonuglar Solo 8.1 (Eigenvector Research, Inc.)
programi kullanilarak degerlendirilmistir. Veriler, preprocessing isleminden 6nce ugucu
bilesige ait pik alaninin internal standardin pik alanina orani seklinde diizenlenmistir.

Verilere, autocenter ve mean center preprocessing uygulanmustir.

Ayrica, sicaklik, basing ve etilnol parametrelerinin toplam serbest yag asidi degerleri
uzerine etkilerini belirlemek icin Cevap Ylzey Metodu (Response Surface Method)
kullanilmigtir. Bu amagla Minitab 18 (Minitab 18 Statistical Software) programi
kullanilmis. Verilerin analizinde Box- Behnken deney dizayni kullanilmistir. Olusturulan
deney dizayninda parametreler sicaklik (°C), basing (bar) ve yardimcr ¢oziici
konsantrasyonu (% etanol konsantrasyonu) olarak belirlenmistir. Box-Behnken deney
dizaynina gore 4 adet orta nokta tekrar1 olmak tizere toplam 16 deney program tarafindan
belirlenmistir (Anderson ve Whitcomb, 2017). Belirlenen bu ekstraksiyon kosullarinda

elde edilen ¢ikt1 verisi programa girilerek cevap ylizey metodu uygulanmustir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Peynir ve Peletlere Ait Analizler
4.1.1. Kimyasal Bilesim Analiz Sonuclari

4.1.1.1. Kuru Madde

Ezine peynirinin, EMP Ezine peynirinin ve farkli ekstraksiyon kosullarinda siiperkritik
karbondioksit ekstraksiyonu sonucunda kalan peletler icin kuru madde analizi sonucu
hesaplanan % kuru madde degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Calismada kullanilan
Ezine peynirinin kuru maddesi % 50.91; EMP Ezine peynirinin kuru maddesi % 44.91
olarak hesaplanmistir. Ekstraksiyon sonrasi kalan peynir Grneklerinin (pelet) kuru
maddesinde degisimlerin meydana geldigi saptanmistir. Peynir 6rneklerinde ekstraksiyon
sonrast kuru maddenin yardimci ¢6ziicii olmadan yapilan etanolsiiz ekstraksiyonlarda bir
miktar arttigi, % 4 ve % 8 etanol konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyonlarda ise
belirgin sekilde azaldig1 gdzlenmistir. Ornekler aras1 farklilik istatiksel agidan dnemlidir
(p<0.05). Kuru madde miktarinin peynirden ekstrakte edilen yagin yapidan ayrilmasi
nedeniyle azalmasi beklenilen sonugtur. Ayrica, yardimci ¢oziicii kullanilarak yapilan
ekstraksiyonlarda apolar karakterli bilesiklerin yan1 sira polar karakterdeki bilesenlerin
de ekstraksiyonunun saglanmasi ekstraksiyon verimini artirdifi i¢in artan ekstrakt
miktarina ters orantili olarak kuru madde miktar1 belirgin sekilde azalmistir. Buna ek
olarak, etanollii ekstraksiyonlarda pelette kalan etanol de 6rnegin nem miktarini artirdigi
icin kuru madde degerleri belirgin sekilde azalmistir. Sdnchez-Macias ve ark., (2013)
tarafindan yapilan ¢alismada da yag ekstraksiyonuna bagli olarak kuru maddenin azaldigi
rapor edilmistir. Yardimci ¢6ziici olmadan (% 0 etanol konsantrasyonundaki) yapilan
ekstraksiyonlarda ise kuru maddenin goreceli olarak artmis olmasi sicaklik artigsina bagli
olarak ekstraksiyon siliresince Ornegin nem kaybetmesinden kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Benzer sekilde, Yee ve ark., (2008) tarafindan yapilan ¢alismada SC-
CO2 uygulanan peynir oOrneklerinde nem miktarinin anlamli sekilde azaldigi rapor
edilmistir ve bunun CO2’nin proses boyunca peyniri kurutmasindan kaynaklandig
yorumu yapilmistir. Bu ¢aligmadaki kuru madde sonuglarinin literatiir ile uyumlu oldugu

gbzlenmistir.
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Cizelge 4.1. Klasik Ezine peyniri ve Ezine peynirinin ekstraksiyonlarindan elde edilen

peletlerin % kuru madde, % yag (kuru maddede), % yag degisimi ve pH sonuglar.

%Yag (Kuru

Ornek Kodu % Kuru madde maddede) %}(:ag. pH
Degisimi
Ezine Peyniri 50.91 44.78 - 4.805
AAA 54.85 28.32 36.75 4.458
BAA 53.53 26.90 39.93 4537
CAA 52.41 25.19 43.75 4.597
ABA 53.05 19.23 57.06 4.548
BBA 52.58 18.26 59.23 4591
CBA 54.11 15.52 65.33 4514
ACA 51.64 18.59 58.49 4.620
BCA 52.53 18.27 59.19 4.526
CCA 54.08 18.86 57.88 4.565
AAB 47.42 17.85 60.15 4.526
BAB 48.46 18.57 58.53 4671
CAB 45.38 21.15 52.76 4.554
ABB 47.06 17.85 60.15 4.522
BBB 46.60 16.74 62.62 4.419
CBB 47.44 20.24 54.81 4.310
ACB 49.68 21.74 51.45 4.452
BCB 48.84 18.43 58.85 4.244
CcCB 49.16 17.09 61.84 4.259
AAC 40.28 16.38 63.41 4.560
BAC 37.36 25.69 42.63 4.553
CAC 36.42 18.12 59.54 4.352
ABC 41.64 14.41 67.82 4.455
BBC 42.33 14.17 68.35 4.447
CBC 44.34 12.18 72.81 4471
ACC 44.27 14.91 66.71 4.497
BCC 46.48 9.03 79.82 4578
CCC 47.86 8.78 80.40 4.749
4.1.1.2. Yag

Calismada kullanilan Ezine peynirinin kuru maddede yag miktar1 %44.78; EMP Ezine
peynirinin kuru maddede yag miktart %29.53 olarak hesaplanmigtir. Ezine peyniri ve
EMP Ezine peynirinin peletlerine ait kuru maddede % yag degeri ve yag miktarindaki %
degisim degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Yag ekstraksiyonuna bagli olarak Ezine
peynirinden elde edilen peletlerde yag miktarindaki degisim en diisiik oranda %36.75 ile
35 °C, 100 bar, %0 etanol konsantrasyonundaki ekstraksiyondan elde edilen AAA
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peletinde, en vyiksek oranda ise %80.40 ile 55 °C, 300 bar, %8 etanol

konsantrasyonundaki ekstraksiyonda elde edilen CCC peletinde gozlenmistir.

Cizelge 4.2. EMP Ezine peyniri ve EMP Ezine peynirinin ekstraksiyonlarindan elde
edilen peletlerin % kuru madde, % yag (kuru maddede) %yag degisimi ve pH sonuglari.

%Yag
Ornek Kodu (Kuru %Yag
%6 Kuru madde maddede) Degisimi PH

EMP Ezine Peyniri 44.91 29.53 - 4.903
XXX 45.82 26.58 10.00 4.452
Y XX 46.15 22.09 25.20 4.576
ZXX 45.41 25.10 15.00 4.398
XYX 45.04 21.31 27.82 4517
YYX 46.72 20.54 30.43 4.483
ZYX 47.40 21.52 27.14 4.493
XZX 46.99 20.69 29.94 4.483
YZX 46.17 19.49 34.00 4.467
ZZX 48.82 22.12 24.10 4.523
XXY 41.85 28.67 291 4.348
YXY 42.08 22.81 22.76 4.338
ZXY 41.82 22.95 22.28 4.256
XYY 41.58 28.86 2.28 4.477
YYY 42.40 28.30 4.16 4.346
zYY 44.16 28.53 3.39 4.431
XzY 42.86 28.00 5.20 4.424
YZY 42.62 28.15 4.67 4.406
zzY 44,95 25.36 14.12 4.320
XXZ 41.55 28.88 2.22 4.549
YXZ 42.03 25.69 13.00 4.467
ZXZ 41.83 28.68 2.87 4.435
XYZ 42.25 26.98 8.64 4.547
YYZ 42.85 26.60 9.91 4.500
VA YA 44.21 25.79 12.69 4.714
XZZ 43.09 27.85 5.71 4.506
YZzZ 44.29 25.74 12.84 4.526
77 44,01 21.81 26.14 4.499

EMP Ezine peynirinden elde edilen peletlerde ise yag miktarindaki degisim en disiik
oranda % 2.22 ile 35 °C, 100 bar, % 8 etanol konsantrasyonundaki ekstraksiyondan elde
edilen XXZ peletinde, en yiiksek oranda ise 34.00 ile 45 °C, 300 bar , % O etanol

konsantrasyonundaki ekstraksiyondan elde edilen YZX peletinde gézlenmistir. Ornekler
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arast farklilik istatiksel a¢idan Onemlidir (p<0.05). Ekstraksiyonda basincin artigina
dogrusal olarak trigliseritlerin ¢oziiniirliigi artmaktadir (Mukhopadhyay, 2000b). SC-
CO2’nin yag ekstraksiyonu ile yagi azaltilmis peynir iiretiminde kullanilabilecegi ve
peynir tiirline bagl olarak degisiklik gostermekle beraber yag miktarinda ortalama % 51
azaltilabilecegi tespit edilmistir (Sdnchez-Macias ve ark., 2013; Yee ve ark., 2007). Yag
analizi i¢in ¢alismada elde edilen bulgularin literatlr ile uyumlu oldugu gézlenmektedir.
EMP Ezine peynirindeki yag miktarinda meydana gelen degisimin oransal olarak Ezine
peynirine kiyasla daha disiik olmasi, klasik Ezine peynirine kiyasla EMP Ezine
peynirinin baglangi¢ yag miktarinin yaklagik % 50 daha diisiik olmasindan ve buna bagl
olarak ekstraksiyon prosesinde elde edilen ekstrakt ve yag miktarinin daha az olmasindan
kaynaklanmaktadir. EMP Ezine peyniri Gretim prosesinin en 6nemli basamaklarindan biri
lipolizdir ve buna bagli olarak yiliksek oranda serbest yag asitlerini icermektedir ve bu
nedenle trigliserit miktar1 oldukga diisiiktiir. Ancak, bu durum EMP Ezine peynirinde elde
edilen ekstraktin daha az aromatik oldugu anlamina gelmemektedir ¢ilinkii aroma
bilesenleri buyik oranda ugucudur ve ekstraksiyon prosesinde karbondioksit tarafindan
tutulup ekstraksiyon sonunda basincin ortandan kaldirilmasi ile gaz faza gecen
karbondioksitten ayrilip toplama haznesine birakilirlar. Bu nedenle yag ekstraksiyonu
dogrudan aroma ekstraksiyonu olarak algilanmamalidir. Ezine peynirinde daha fazla yag
ekstraksiyonu olmasina karsin EMP Ezine peynirinde daha fazla aroma ekstraksiyonu

oldugu ileri analizler ile saptanmigtir.

4.1.13.pH

Ezine peynirinin, EMP Ezine peynirinin ve peletlerinin pH degerlerinin ekstraksiyon
kosullarma bagl olarak gosterdigi degisimin ortaya konulmas1 amaglanmistir. Orneklere
ait pH degerleri Cizelge 4.4’de verilmistir. Tiim peletlerde ekstraksiyon sonrasi pH
degerinin belirgin sekilde diisiis egiliminde oldugu saptanmistir. Bunun sebebi
ekstraksiyon sirasinda Ornek haznesinden gegirilen karbondioksitin bir kisminin
numunenin yapisinda bulunan suda ¢oziinerek karbonik asit formuna doniigmesine ve
numunenin asitliginin artmasma bagl olarak pH degerinin diistigi gézlemlenmistir
(Combs ve ark., 1996). Ornekler aras1 farklilik istatiksel agidan 6nemlidir (p<0.05).
Ancak, ornekler arast pH farkliliginin ekstraksiyon verimi Uzerine etkisi 6nemsiz

bulunmustur.
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4.1.1.4. Titrasyon Asitligi

Ezine peynirinin, EMP Ezine peynirinin ve peletlerinin % laktik asit cinsinden titrasyon
asitligi degerlerinin degisen ekstraksiyon kosullarmma bagli olarak degisim gosterip
gostermediginin ortaya konulmasi amaglanmistir. Bu amagla yapilan analiz sonucu elde
edilen titrasyon asitligi degerleri Sekil 4.1’de verilmistir. Ezine peyniri ve peletleri igin
titrasyon asitligi degerleri % 2.43-2.68, EMP Ezine peyniri ve peletleri icin % 2.52-2.68
arasinda degisim gostermektedir. Ekstraksiyon prosesi boyunca olgunlagma, laktoz
fermantasyonu veya proteoliz ger¢eklesmedigi i¢in titrasyon asitligi degerinde bilesimsel

acidan 6nemli farklilik gézlenmemistir.
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Sekil 4.1. Ezine peyniri, EMP Ezine peyniri ve peletlerinin titrasyon asitligi degerleri
(Yolaktik asit)

4.1.1.5. Protein

Sekil 4.2°de goriildiigii tizere Ezine peynirinin peletleri i¢in % protein degeri ekstraksiyon
verimiyle dogru orantili olarak artmaktadir. EMP Ezine peynirinin peletleri i¢inse Sekil
4.2’de verildigi tizere % protein degeri ekstraksiyon kosullarinin degismesine bagli olarak
bazen artig bazense azalma gostermektedir. SC-CO2 prosesi sirasinda protein icerigi
acisindan degisim gozlenmedigi literatiirde rapor edilmistir (Yee ve ark., 2008). SC-CO.

prosesi sirasinda esas olarak yag ekstraksiyonu meydana gelmektedir. islem sonrasi
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peynir yapisinda bulunan yag miktarindaki azalma ortalama % 50 ile %75 arasindadir.
Bir baska deyisle SC-CO- prosesi, peleti protein agisindan konsantre hale getirmektedir.
Bu nedenle protein analizleri sirasinda baglangictaki hammaddeye oranla peletlerde birim
basina diisen protein miktar1 artmaktadir. Meydana gelen bu konsantrasyon prosesi
sebebiyle peletlerde %protein miktarinda gorece bir artis gbzlenmektedir. Bu artisin
ekstraksiyon kosullarina bagli olarak degisim gosterdigi de Sekil 4.2°de gorulebilir.
Ornegin AAA, BAA, CAA &rneklerinde ayni1 basingta artan sicakliga bagl olarak %
protein miktart %37.66, %38.51, %39.17 olmak iizere dogrusal bir sekilde artmaktadir.
Bu sonu¢ iizerinden ayni basing degerinde sicakligin artmasina bagli olarak yag
ekstraksiyon veriminin arttigi boylelikle pelette gorece olarak protein miktart arttigi
yorumu yapilabilir. BAA, BBA ve BCA oOrnekleri incelendiginde ise sabit sicaklik
degerinde (45 °C) artan basinca bagli olarak % protein degerinin %38.51, %41.98 ve
45.86 olarak arttig1 gozlemlenmektedir. Bu sonug 1s181nda sabit sicaklikta artan basinca
bagli olarak yag ektraksiyon veriminin dolayisiyla pelette gorece olarak protein
miktarmin arttigr sOylenilebilir. Ornekler arasi farklilik istatiksel agidan &nemlidir
(p<0.05). Sanchez-Macias ve ark., (2013), tarafindan yapilan ¢alisma sonuglarinda da %
protein degerlerinin  ekstraksiyon basincinin  artmasina bagli olarak arttig

g6zlenmektedir.

EMP Ezine peynirinde ise yag analizi sonuclarinda da goriildiigii iizere ekstraksiyon
prosesi trigliserit ekstraksiyonundan c¢ok ucucu bilesen ektraksiyonu iizerinde etkili
olmaktadir. Bu nedenle EMP Ezine peynirinde % protein degerinde dogrusal bir artma
gozlenmemektedir. XXX, XYX ve XZX orneklerinin % protein degerlerine bakildigida
artan basinca bagli olarak yag ekstraksiyonunun arttigi dolayisiyla protein oraninin
gorece olarak artifi sOylenebilir ancak sicakliga bagli olarak belirgin bir degisim

gbzlenmemistir.
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Sekil 4.2. Ezine peyniri, EMP Ezine peyniri ve peletlerinin % protein degeleri.

4.1.2. Proteoliz Dlzeyi

Peynir ve peletlerde proteoliz dizeyi pH 4.6’da ¢6ziiniir azot tayini ve toplam serbest
amino asit tayini yapilarak belirlenmistir. Ayrica, drnekler i¢cin pH 4.6’da ¢oziiniir azot
bazinda olgunlagma indeksi hesaplanmistir. Peynir 6rneklerinde ekstraksiyon dncesi ve
sonrast proteoliz diizeyinin belirlenmesinde ekstraksiyon sirasinda amino asitlerin
ekstraksiyonu ile ilgili davranis ve ayrica elde edilen ekstraktta, amino asitlerin aroma
profiline etkisinin olup olmadig1 ortaya konmak istenmistir. Hem olgunlasma indeksi
hem de toplam serbest amino asit konsantrasyonu sonuglarinda her iki ornekte de
peynirlerine kiyasla peletlerde belirgin bir artis saptanmistir. Sekil 4.3’te gortilebilecegi
Uzere toplam serbest aminoasit kosanstrasyonu Ezine peyniri igin 9.04 mg l6sin/g
peynirken, peletlerinde 11.53-14.53 mg l6sin/g ; EMP Ezine peyniri igin 4.53 mg 16sin/g
peynirken peletlerinde 4.45-7.65 mg 16sin/g peynir araliginda degisim gostermektedir.
Gozlemlenen bu artis pelette yagin azalmasina bagli olarak aminoasit konsantrasyonunun
gorece olarak artmasina baglanmistir ve bu sonu¢ % protein degerleri ile uyumludur.
Ekstraksiyon kosullar1 agisindan toplam serbest aminoasit miktar1 bazinda dogrusal bir

degisim gdzlenmemistir. Ornekler aras1 farklilik istatiksel agidan nemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.4°te olgunlasma indeksi sonuglari verilmistir. Ezine peyniri i¢in pH 4.6°da
¢Ozliniir azot bazinda olgunlagma indeksi % 34; EMP Ezine peyniri i¢inse % 27.50 olarak
saptanmistir. ACA, BCA ve CCA orneklerinde sabit basingta sicaklik artisina bagli olarak
olgunlagma indeksi % 39.68, % 33.07, % 32.94 olmak iizere dogrusal bir sekilde
azalmaktadir. Bu azalmanin pH 4.6’da ¢ozliniir azot miktarmin yag ekstraksiyon
veriminin artmast nedeniyle goreceli olarak artis gostermesinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Ornekler aras1 farklilik istatiksel agidan 6nemlidir (p<0.05). Bu sonug

yag analizi sonuglarini dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.4. Ezine peynir, EMP Ezine peyniri ve peletlerinin olgunlasma indeksi (pH 4.6’da

¢ozilinlir azot bazinda) (%).

4.1.3. Lipoliz Dlzeyi

Peynirin olgunlasma siirecinde yapidaki trigliseritlerin enzimatik hidroliz yoluyla yag
asitleri ve griserol, mono- ve digliseritlere parcalanmasi, peynirin karakteristik tat-koku
gelisimi i¢in 6nemli basamaklardan birini olusturmaktadir (McSweeney ve Sousa, 2000).
Yag asitleri peynir aromasina dogrudan katkida bulundugu gibi olgunlagma siiresince
diger aroma maddelerinin olusumu i¢in de 6nciil maddelerdir (Collins ve ark., 2003). Bu
nedenle peynir aromasi eldesinde yag asidi ekstraksiyonu hem ekstrakte edilen yag asidi
komposizyonu hem de miktar1 agisidan elde edilen aroma bilesimini dogrudan etkiledigi

i¢in onemli bir baglik haline gelmektedir.

Tez kapsaminda kullanilan Ezine peyniri ve EMP Ezine peynirlerinde ve bunlardan elde
edilen peletlerde serbest yag asidi konsantrasyonunun degisimi Sekil 4.5’de verilmistir.
Ezine peyniri ve EMP Ezine peynirinin igerdigi toplam serbest yag asidi miktari, toplam
kisa zincirli yag asidi (Cs:0-Cs0) ve 12 adet serbest yag asidinin her birinin
konsantrasyonu ise Cizelge 4.3’te verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, EMP Ezine
peynirinde toplam serbest yag asidi konsantrasyonunun Ezine peynirine kiyasla yaklasik

2.5 kat daha fazla oldugu gozlenmektedir. Bu sonu¢ EMP Ezine peynirinde amaglanan
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yogun aromayi elde ederken olgunlagsma prosesinin lipoliz basamaginin enzimatik
aktivite ile hizlandirilmasi ve yogunlugunun artirilmasindan kaynaklanmaktadir. Toplam
kisa zincirli yag asitleri (C4.0-Cs:0) agisindan degerlendirildiginde biitirik asit (Ca:0) Ve
kaproik asit (Ce:0) konsantrasyonunun her iki 6rnekte de kendi iginde yuksek olmakla
birlikte EMP Ezine peynirinde yukarida belirtilen yiiksek lipolize sebebiyle Ezine
peynirine kiyasla daha yiiksek oldugu gozlenmektedir. Hem Ezine peyniri hem de EMP
Ezine peyniri igin serbest yag asidi komposizyonu igerisinde palmitik asit (Ci6:0) ve oleik
asit (C1g:1) konsantrasyonunun diger yag asitlerine kiyasla belirgin sekilde fazla oldugu
tespit edilmistir. Sekil 4.5”deki grafikte koyu mavi ve koyu yesil sutunlar ile temsil edilen
Cis0 ve Cigi1 yag asitlerinin Ezine peyniri aromasinda 6nemli rol oynadigi
gozlenmektedir. Ezine peyniri ve EMP Ezine peyniri i¢in elde edilen bu sonuglarin
literatiir verileri ile uyumlu oldugu gézlenmistir (Hayaloglu ve Karabulut, 2013; Salum
ve ark., 2019).
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Sekil 4.5. Ezine peyniri ve EMP Ezine peyniri 6rneklerinde serbest yag asitlerinin

konsantrasyonu (mg/kg peynir).
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Cizelge 4.3. Ezine peyniri ve EMP Ezine peyniri drneklerine ait serbest yag asitlerinin

konsantrasyonu (mg/kg peynir).

Ezine Peyniri EMP Ezine Peyniri
Cao 252.2 2,094.3
Cs:0 169.0 1,443.4
Cso 114.1 760.4
Cioo 235.9 1,719.0
Cui20 397.9 2,246.8
Cuso 1,070.2 2,515.3
Ciso 3,303.0 8,115.0
Cuso 659.5 1,679.1
Cus1 3,375.4 5,757.9
Cis:2 427.4 518.3
Cis:3 30.6 40.7
C200 9.1 19.7
> (Ca:0-Cs:0) 535.3 4,298.2
Toplam 10,044.3 26,909.8

Ezine peyniri ve EMP Ezine peynirinin serbest yag asidi igeriginin belirlenmesi literatiire
saglayacagr katki acisindan 6nemli bir adimdir ancak tez kapsaminda kullanilan
hammaddelerde ve ekstraksiyon sonrasi kalan pelet 6rneklerinde serbest yag asidi analizi
yapilmasi asil amaci orneklerde ekstraksiyon sonrasi kalan serbest yag asidi miktarimi
tayin edebilmek ve bdoylece degisen ekstraksiyon kosullarina bagli olarak ekstrakte edilen
serbest yag asidi miktar1 hakkinda fikir edinmek ve ekstraktlardaki yag asidi analizi

sonuclarini destekleyebilmektir.

Ezine peynirine dolayisiyla baslangic konsantrasyonuna kiyasla, etanolsiiz
ekstraksiyonlardan elde edilen peletlerdeki serbest yag asidi konsantrasyonundaki
degisim Sekil 4.6’da verilmistir. Cizelge 4.4’te ise Ezine peynirine kiyasla AAA, ABA,
ACA, BAA, BBA, BCA, CAA, CBA, CCA peletlerindeki serbest yag asidi
komposizyonu ve her birine ait konsantrasyon verileri bulunmaktadir. Bu kiyaslama
tablosu ve grafigi icin Ornekler Ezine peynirine karsi ayni sicaklik degerinde artan

basinc¢lar olmak tizere 3’erli gruplar halinde verilmistir.

AAA, ABA, ACA ornekleri 35 °C’de 100, 200, 300 bar ektraksiyonlarin peletleri,
BAA, BBA, BCA 6rnekleri 45 °C’de 100, 200, 300 bar ektraksiyonlarinin peletleri, CAA,
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CBA, CCA ornekleri ise 55 °C’de 100, 200, 300 bar ektraksiyonlarinin peletleridir.
Kiyaslama diizeninin tim 6rneklerde bu sekilde verilmesinin amact ektraksiyon verimi
tizerinde basing artisinin sicakliga gore daha etkili olmasi bu siralama ile azalan serbest

yag asidi miktarinin daha net gézlemlenebilmesidir.

Sekil 4.6’da goriilebilecegi iizere tiim peletlerdeki serbest yag asidi konsantrasyonu Ezine
peynirinin baglangic serbest yag asidi konsantrasyonuna kiyasla belirgin sekilde
azalmistir. Ekstraksiyon kosullarinin degisimine bagli olarak peletlerde kalan serbest yag
asidi konsantrasyonu ise 35 °C, 45°C ve 55 °C’de gerceklestirilen tiim ekstraksiyonlarda
basincin artmasina bagli olarak dogrusal bigimde azalma gostermektedir. Ayrica serbest
yag asidi bazinda ekstraksiyon kosullarinin serbest yag asidi ekstraksiyon verimi (izerine
etkisini de Sekil 4.6’da gdérmek miimkiindiir. Ornegin yiiksek sicaklik diisiik basing
ektraksiyonu olan CAA peletinde palmitik asit (C16:0) konsantrasyonunun diger peletlere
kiyasla belirgin sekilde yiiksek oldugu tespit edilmistir. Cizelge 4.4’¢ gore etanolsiiz
ekstraksiyonlarda serbest yag asidi konsantrasyonundaki azalmanin en fazla oldugu 6rnek
yiiksek sicaklik ve basing kosullarinda yapilan ekstraksiyondan kalan CCA peletidir.
Toplam yag asidi miktarina paralel olarak kisa zincirli yag asitleri bazinda sonuglara
bakildiginda Cizelge 4.4’te sicaklik ve basing artisina bagh olarak pelette kalan kisa
zincili yag asidi miktarmin dogrusal olarak azaldigi gézlenmektedir. Bu sonug SC-CO;
yontemi ile peynirden kisa zincirli yag asitlerini etkili bir sekilde ekstrakte edilebilecegini
gostermektedir. Benzer sekilde, Tuomala ve Kallio, (1996) tarafindan gergeklestirilen
calismada da kisa zincirli yag asitlerinin etkili bicimde ekstrakte edildigi belirtilmistir ve
batirik asit icin ekstraksiyon verimi % 95, propiyonik asit i¢in %87 asetik asit igin %87
olarak rapor edilmistir. Cizelge 4.6’da verilen degerlere gore hesaplanan bdtirik asit
(Ca40), kaproik asit (Ce:0) ve kaprilik asit (Cs.0) ektraksiyon veriminin %64.50 (CAA
ornegi icin) ile %88.12 (CCA 06rnegi i¢in) arasinda degismesi hem sonuglarin literatiir
verileri ile uyumlu oldugunu hem de elde edilen ekstraktin Ezine peynirinin karakteristik
yag asidi profilini sergiledigini gostermektedir. Ezine peyniri aromasi i¢in dnemli yag
asitlerinden biri olan kaprik asit (C10:0) igin ise ektraksiyon veriminin %93.64 oldugu

tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4. Ezine peyniri ve etanolsuz ekstraksiyonlardan kalan pelet 6rneklerine ait

serbest yag asitlerinin konsantrasyonu (mg/kg peynir).

% 0 Etanol Ekstraksiyonu
35°C 45°C 55°C
100 200 300 100 200 300 100 200 300
bar bar bar bar bar bar bar bar bar
(mo/kg| Ezine | \AA  ABA ACA| BAA BBA BCA| CAA CBA CCA
peynir) | Peyniri
Cao 252.2 71.8 54.8 50.6 63.3 48.5 41.6 75.5 42.8 32.7
Cso 169.0 53.8 39.1 28.7 48.6 28.5 24.3 61.6 25.9 16.6
Cso 1141 40.4 29.9 19.9 38.1 20.7 20.0 53.5 21.3 14.2
Cioo 235.9 80.5 47.7 32.5 87.2 32.4 26.8 131.0 43.3 18.0
Cui20 397.9 157.3 93.2 68.6 183.3 67.9 53.9 253.9 94.1 48.0
Cuo 1,070.2 543.6 3325 240.0 584.9 250.3 176.7 745.8 309.0 203.1
Cis0 3,303.0 | 1,865.2 1,164.7 830.2 | 1,980.1 909.8 624.2 | 2,398.8 1,117.3 739.4
Ciso 659.5 439.2 304.1 207.1 437.3 243.8 177.9 527.5 291.7 227.5
Cis1 3,375.4 | 1,902.0 1,154.3 835.0 | 2,028.5 917.8 975.0 23 11196 671.3
Cis:2 427.4 202.9 114.4 78.5 219.3 86.8 53.3 4.8 112.4 56.4
Cis:3 30.6 105 6.8 4.3 11.6 4.9 25 19.0 6.8 2.4
C200 9.1 7.9 6.7 55 8.2 5.9 51 7.6 6.3 6.0
> Cuas) 535.3 165.9 123.8 99.2 149.9 97.6 85.9 190.6 90.0 63.6
Cuwo 235.9 80.5 47.7 325 87.2 324 26.8 131.0 43.3 18.0
Toplam | 10,044.3 | 5375.0 3,3482 2,400.7 | 56904 26172 21812 | 4281.2 3,190.5 2,0356
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Ezine peyniri ve etanolsiiz peletler

Sekil 4.6. Ezine peyniri ve etanolsuz ekstraksiyonlardan kalan pelet érneklerinde serbest

yag asitlerinin konsantrasyonu (mg/kg peynir).
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%4 etanol konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyonlardan kalan peletlerin serbest yag
asidi sonuglar1 Cizelge 4.5’te verilmistir. Ezine peynirine kiyasla tiim peletlerde toplam
serbest yag asidi miktariin azaldig gozlenmektedir. Sekil 4.7°de serbest yag asidi
bazinda degisime dair davranisin 6rnekler arasinda ekstraksiyon kosullarinin degisimine
bagli olarak farklilk gosterdigi gozlemlenmektedir. Etanolli ektraksiyonlarda
ekstraksiyon sonrasi pelette bir miktar etanol kaldigi gézlemlenmistir. Ancak degisen
ekstraksiyon kosullarina bagli olarak kalan etanol miktarini standardize edilemedigi i¢in
serbest yag asidi 6rneklemlerinde etanol miktarinin degismesine bagli olarak bir takim
farkliliklar gozlenmis olabilecegi diistiniilmiistiir. Bu nedenle etanollii peletlerde sicaklik
ve basinca bagli olarak dogrusal bir azalma gozlenmemistir. Bu baglamda ekstraktlarda

yapilan serbest yag asidi analizi bilgi verici olacaktir.

Cizelge 4.5. Ezine peyniri ve %4 etanol diizeyinde yapilan ekstraksiyonlardan kalan

peletlet 6rneklerine ait serbest yag asitlerinin konsantrasyonu (mg/kg peynir).

% 4 Etanol Ekstraksiyonu
35 °C 45 °C 55 °C

100 200 300 100 200 300 100 200 300

bar bar bar bar bar bar bar bar bar
é@% ir‘;g E;'/?]eiri AAB ABB ACB |BAB BBB BCB |CAB CBB CCB
Cao 252.2 50.0 65.8 97.6 51.7 70.1 743 | 1106 67.3 71.6
Ce:0 169.0 24.4 30.0 50.5 25.2 32,5 33.4 73.4 29.5 30.5
Cs:0 114.1 14.6 16.4 27.9 14.8 17.8 17.5 52.5 15.8 14.8
Cio00 235.9 28.9 30.6 51.8 29.4 32.9 29.4 | 1188 29.3 23.4
Ci2:0 397.9 67.7 66.0  100.0 69.1 67.6 59.9 | 2377 67.3 48.6
Cia:0 1,0702 | 266.6 2201 6156 | 267.0 2572  410.0| 7784  261.6 3374
Cis0 3,3030 | 1,121.9  764.1 21433 | 1,1200  920.6 11,4858 | 2,597.3  965.2 1,264.4
Ciso 659.5 | 2731  190.7 481.8| 2748 2223 3852 | 5230 2345 3134
Cisa 33754 | 1,1585 8395 2,098.7 | 1,150.2  961.8 1,502.8 | 2,646.0 1,027.0 1,256.8
Cis2 427.4 | 1338 857 2176| 1328 1015 147.1| 3184 1054 1188
Cis:s 30.6 5.5 4.9 14.6 8.5 6.3 8.9 23.3 6.4 7.1
C20:0 9.1 0.0 5.2 7.9 5.9 5.3 7.4 8.0 5.5 5.8
> Cw-) 535.3 89.0 1122 1759 91.8 1205 1252 | 2364 1126 1169
Toplam | 10,044.3 | 3,145.0 2,3189 5907.3| 3,149.6 12,6960 4,161.8 | 7,487.3 28148 3,492.6
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%8 etanol konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyonlardan kalan peletlerin serbest yag
asidi sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir. Ezine peynirine kiyasla tiim peletlerde toplam
serbest yag asidi miktarmin belirgin sekilde azaldigi gozlenmektedir. Sekil 4.8’de de
goriilebilecegi lizere tiim peletlerdeki serbest yag asidi konsantrasyonu Ezine peynirinin
baslangic serbest yag asidi konsantrasyonuna kiyasla belirgin sekilde azalmistir. Peletler
arasinda incelendiginde en fazla serbest yag asidi ekstraksiyonunun gergeklestigi pelet
bir baska deyisle en az serbest yag asidi igerigine sahip olan pelet 55 °C, 300 bar, % 8
etanol konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyondan kalan pelet ornegi olan CCC
ornegidir. Cizelge 4.6’da verildigi tizere CCC 6rnegi i¢in Ezine peynirinde 10044.3
mg/kg peynir olan serbest yag asidi konsantrasyonu 964.8 mg/kg peynir’e kadar
diigmiistiir. Tiim peletlerde ayni sicaklik diizeylerinde basing artigina bagli olarak
peletlerde kalan toplam yag asidi konsantrasyonu degerlendirildiginde BAC, BBC, BCC
peletlerinde ve CAC, CBC ve CCC peletlerinde sicaklik ve basing degisimine bagli olarak

serbest yag asidi ekstraksiyonunun dogrusal olarak arttig1 sOylenebilir.
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Sekil 4.7. Ezine peyniri ve % 4 etanol diizeyinde yapilan ekstraksiyonlardan kalan pelet

orneklerinde serbest yag asitlerinin konsantrasyonu (mg/kg peynir).
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Cizelge 4.6. Ezine peyniri ve % 8 etanol diizeyinde yapilan ekstraksiyonlardan kalan pelet

orneklerine ait serbest yag asitlerinin konsantrasyonu (mg/kg peynir).

% 8 Etanol Ekstraksiyonu

35°C 45 °C 55 °C
100 200 300 100 200 300 100 200 300
bar bar bar bar bar bar bar bar bar
(mg/ kg| Ezine | A ABc  ACC |BAC BBC BCC |CAC CBC  CCC
peynir) | Peyniri
Caso 252.2 51.6 33.1 44.2 41.3 36.6 29.3 87.0 30.6 35.2
Cs0 169.0 26.8 14.0 18.5 17.4 16.3 19.9 575 13.2 14.3
Cso 114.1 15.1 1.7 9.8 10.2 9.0 15.1 32.9 8.4 8.7
Cio0 235.9 28.4 14.0 18.7 20.9 15.0 16.1 61.0 15.1 6.7
Cuo 397.9 59.5 34.1 48.3 54.3 36.6 34.8 108.7 38.6 20.3
Cuo 1,070.2 | 251.2 164.9 185.8 260.0 158.8 120.3 422.0 166.5 86.2
Cu:0 3,303.0 | 879.7 551.6 657.1 | 1,007.0 602.0 440.7 | 1,350.2 648.6 336.9
Ciso 659.5 | 209.1  150.2  180.7 | 2454  159.7 1144 | 2904  179.4  100.1
Cis1 3,375.4 | 876.0 550.8 645.7 | 1,033.6 609.9 4146 | 1,263.7 645.5 3275
Cis2 427.4 91.9 52.4 55.0 117.9 59.3 40.9 139.8 62.3 28.4
Cis:3 30.6 4.9 2.3 2.4 4.3 2.9 1.7 9.0 35 0.5
C20:0 9.1 5.0 4.4 4.9 0.0 4.2 3.8 5.8 4.9 0.0
E ()C‘“"' 535.3 | 93.4 54.9 72.5 68.8 61.9 643 | 1775 52.2 58.2
8:0
Cio 2359 | 28.4 14.0 18.7 20.9 15.0 16.1 61.0 15.1 6.7
Toplam 10,044.3 2'492 1,579.6 1,871.0| 2,812.3 1,710.1 1,251.6 | 3,828.0 1,816.5 964.8
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Sekil 4.8. Ezine peyniri ve %8 etanol diizeyinde yapilan ekstraksiyonlardan kalan pelet

orneklerinde serbest yag asitlerinin konsantrasyonu (mg/kg peynir).
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4.2. Ekstraktlara Uygulanan Analizlerin Sonuglari
4.2.1. Serbest Yag Asidi Analizi

Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlarda titrimetrik yontem ile gerceklestirilen toplam

serbest yag asidi sonuclar1 Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlarin asit sayist degerleri (mg KOH/kg
ekstrakt).

konssrgilp;slyonu Sicaklik Basing Ornek Asit Sayisi
(%) (°C) (bar) Kodu (mg KOH/kg ekstrakt)
100 AAA 306.7
35°C 200 ABA 922.5
300 ACA 1215.2
% 0 Etanol 0 100 BAA 87.5
konsantrasyonu 45°C 200 BBA 1349.4
300 BCA 1410.6
100 CAA 18.1
55°C 200 CBA 1196.2
300 CCA 2603.4
100 AAB 1473.4
35°C 200 ABB 1574.5
300 ACB 1862.2
% 4 Etanol 100 BAB 1074.6
konsantrasyonu 45°C 200 BBB 1716.6
300 BCB 2216.4
100 CAB 492.7
55°C 200 CBB 1531.2
300 CCB 2048.5
100 AAC 1315.4
35°C 200 ABC 15915
300 ACC 1504.0
% 8 Etanol 100 BAC 1676.1
45°C 200 BBC 2049.5
konsantrasyonu
300 BCC 1897.1
100 CAC 1072.9
35°C 200 CBC 2350.0
300 CCC 1501.5
% 4 Etanol 200 BBB 1692.4
konsantrasyonu 45°C 200 BBB 1606.8
200 BBB 1697.9

55




%0 etanol konsantrasyonunda elde edilen ekstraktlar kendi aralarinda incelendiginde
ayni sicaklikta basing arttikca asit sayisi dogrusal artis gostermektedir. Ayni sicaklik
degerinde basing artisiyla dogru orantili olarak serbest yag asidi ekstraksiyonunun arttig1
gozlemlenmektedir. Bununla birlikte sabit basingta artan sicaklik degerlerine bakidiginda
ayn1 dogrusallik saptanmamistir. Ornegin ACA, BCA, CCA orneklerinde 300 bar
basingta artan sicakliga bagli olarak 1215.2, 1410.6 ve 2603.4 mg KOH/Kkg ekstrakt olarak
asit sayis1 dogrusal artig gosterirken; AAA, BAA ve CAA 6rneklerinde 100 bar basingta
asit sayis1 306.7, 87.5 ve 18.1 mg KOH/kg ekstrakt olarak saptanmistir. Sekil 4.9°da
goriilebilecegi lizere en yiiksek asit sayis1 CCA Orneginde saptanmistir. Bu sonuglara

dayanarak serbest yag asidi agisindan ekstraksiyon verimi ilizerinde basincin etkisinin

o6nemli oldugu yorumu yapilmaistir.
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Sekil 4.9. Ezine peynirinden etanolsiiz ekstraksiyonlardan elde edilen ekstraktlarin

sicaklik ve basing degisimine gore asit sayisindaki degisim grafigi.

Ezine peynirinde %4 etanol konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyonlarda, tiim
ekstraktlarda ayni sicaklik degerinde basing arttikca asit sayisinin artis gésterdigi Cizelge
4.7°de ve Sekil 4.10°da gorulmektedir. %0 etanol konsantrasyonuna benzer sekilde
sicaklik degisimine bagli olarak ekstraksiyon verimindeki degisim ekstraktlar arasinda

dogrusal bir davranis géstermemektedir.
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Sekil 4.10. Ezine peynirinden %4 etanol konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyonlardan
elde edilen ekstraktlarin sicaklik ve basing degisimine gore asit sayisindaki degisim

grafigi.

Ezine peynirinde %8 etanol konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyonlarda elde edilen
ekstraktlarda ise en yiiksek asit sayis1 degerleri BBC ve CBC 6rneklerinde gozlenmistir.
%8 etanol konsantrasyonunda digerlerinden farkli olarak, asit sayis1 2049.5 ve 2350.0 mg
KOH/Kkg ekstrakt olmak tizere BBC ve CBC orneklerinde ayni basingta sicaklik artigina
bagli olarak asit sayisinda artis gozlenmistir. %8 etanol konsantrasyonunda yapilan
ekstraksiyonlardan elde edilen ekstraktlar i¢in asit sayisindaki degisim grafigi Sekil
4.11°de verigmistir. % 8 etanol konsatrasyonunda yapilan ekstraksiyon veriminin % 0 ve
% 4 etanol konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyonlara gore daha yiiksek oldugu
g6zlenmektedir. Elde edilen bu sonug peletlere uygulanan serbest yag asidi analizi
sonuglar ile karsilagtirildiginda % 8 etanol konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyondan
kalan peletlerde kalan serbest yag asidi miktarmin diger etanol konsantrasyonundakilere

gore daha diisiik oldugu gézlenmektedir. Bu agidan da sonuglar tutarli bulunmustur.
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Sekil 4.11. Ezine peynirinden %8 etanol konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyonlardan

elde edilen ekstraktlarin sicaklik ve basing degisimine gore asit sayisindaki degisim

grafigi.

Ezine peynirinden SC-CO2 yontemiyle aroma ekstraksiyonunda ekstraksiyon
kosullarinin aroma yogunluguna etkisini daha net gorebilmek amaciyla Cevap Yiizey
Metodu uygulanmistir. Olusturulan deney dizayninda parametreler sicaklik (°C), basing
(bar) ve yardimci ¢oziicii konsantrasyonu (% etanol) olarak belirlenmistir. Minitab 18.
tarafindan Box-Behnken deney dizaynina gore belirlenen 16 deneye ait sonug (3
parametre icin; -1 en diisiik diizey, 0 orta diizey, +1 en yiiksek dlizey olmak Uzere 3 dlizey
olmak Uzere) ekstraktlarda serbest yag asidi analizinden elde edilen asit sayisi (mg

KOH/Kkg ekstrakt) verileri ¢ikt1 (y) degeri olarak girilmistir.

Pareto Chart of the Standardized Effects Normal Probability Plot
(response is y; o = 0,05) (response is y)

2,447
T

Factor Name
A Sicaklik 95
B Basinc
c Etanol

Percent
g

Standardized Effect b > Residlual
(@)

Sekil 4.12. Ezine peynirinde asit sayisi i¢in Pareto cizelgesi ve verilerin normallik testi.
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Ayrica olusturulan modelin hata paymin tahmini i¢in deney dizayninda merkez nokta
olarak adlandirilan (0;0;0) BBB 06rnegi igin 45 °C, 200 bar ve %4 etanol
konsantrasyonunda 4 farkli ekstraksiyon yapilmistir ve merkez noktada 4 tekrarli

calisilmistir. Merkez noktaya ait asit sayis1 degerleri Cizelge 4.9°da verilmistir.

Sekil 4.12 (b)’de asit sayisi degerlerlerinin dagiliminin normal oldugu goriilmektedir.
Ayrica degiskenlerin model iizerine etkisinin 6nemini p<0.05 dlzeyinde gosteren Pareto
tablosu Sekil 4.12 (a)’da verilmistir. Asit sayisi degerlerine gore elde edilen Pareto
tablosunda sicaklik degiskeni A, basing degiskeni B ve etanol konsantrasyonu C ile
simgelenmektedir. Pareto tablosunda B ve C degerlerinin standart etkinin Gzerinde
oldugu goriilmektedir. Bu durum olusturulacak model iizerinde basing ve etanol
konsantrasyonu degiskenlerinin etkisinin p<0.05 diizeyinde O©nemli oldugunu
gostermektedir. Sekil 4.13°te verilen ¢ikt1 degeri tizerine ekstraksiyon kosullarinin ana
etkileri grafiginde de basing ve % etanol konsantrasyonunun artisina baglt olarak asit
sayisinin arttigini, sicakliga baglh olarak ise asit sayisindaki degisimin sinirli oldugu

g6zlenmektedir.

Sekil 4.14’te ise sicaklik, basing ve % etanol konsantrasyonu parametrelerinin arasindaki
etkilesimin asit sayist iizerine etkisi gosterilmektedir. Grafikte x ekseni tizerinden sicaklik
kolonunda bakildiginda sicaklik*basing etkilesiminin % 8 etanol konsantrasyonunda yag

asidi ekstraksiyonu iizerinde artig egiliminde oldugu gozlemlenmektedir.

Sicaklik*etanol etkilesiminin ise y ekseni boyunca yatay seyretmesi degisimin sinirl
oldugunu gostermektedir. Buradan sabit % etanol konsantrasyonunda sicaklik*etanol
etkilesiminin etkisinin 6nemli olmadig1 anlasilmaktadir. Basing*etanol etkilesimine
bakildiginda ise tiim % etanol konsantrasyonlarinda basing*etanol etkilesimin asit sayis1
Uzerinde pozitif etkisi gortlmektedir. Basing*etanol etkilesimi agisindan en fazla artigin
ise % 8 etanol konsantrasyonunda gergeklestigi gozlemlenmektedir. TUm bu sonuglar g6z
Oniline alindiginda artan basing ve etanol konsantrasyonunda ekstraksiyon veriminin

arttig1 gézlemlenmektedir.

59



Main Effects Plot fory
Fitted Means

o Basinc Etanol
2000 |
. /
/
- |
> / |
: /
& | |
[} | |
= 100 / |
/ /
/ /
1200 / /

1000
40 48 5600 200 300 0 4 8

Sekil 4.13. Sicaklik, basing ve % etanol parametrelerinin asit sayisi Uizerine ana etkisi.

Interaction Plot for y
Fitted Means
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Sekil 4.14. Sicaklik, basing ve % etanol parametrelerinin arasindaki etkilesimlerinin asit

sayis1 Uzerine etkisi.

EMP Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlarda titrimetrik yontem ile gerceklestirilen

serbest yag asidi sonuglar1 Cizelge 4.8’de verilmistir. % 0 etanol konsantrasyonunda elde

edilen ekstraktlar kendi i¢inde degerlendirildiginde ayni1 sicaklik degerinde basing artisina
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dogru orantili olarak asit sayisi bir bagka deyisle ekstrakte edilen serbest yag asidi miktari
artmaktadir. En yiiksek sicaklik diizeyinde (55 °C) 100, 200 ve 300 bar basingta yapilan
ekstraksiyonlarda elde edilen ZXX, ZYX ve ZZX ornekleri i¢in asit sayis1 969.5, 4164.2
ve 6287.1 mg KOH/kg ekstrakt olarak hesaplanmistir. Sekil 4.15’te asit sayisinin ayni

sicaklik diizeyine basinca bagli olarak dogrusal artis gosterdigi verilmistir.

% 4 etanol konsantrasyonunda 45 °C’de yapilan ekstraksiyonlarda basincin artigina bagl
olarak asit sayis1 azalirken, 55 °C’de yapilan ekstraksiyonlarda ise basincin artigina bagl
olarak asit sayis1 artmaktadir. Cizelge 4.8’de de goriilebilecegi lizere diisiik sicaklikta
yapilan ekstraksiyonda ise 200 bar basingta ekstrakte edilen serbest yag asidi sayisi
3729.3 mg KOH/kg ekstrakt ile en yiiksek degeri vermistir. EMP Ezine peynirinde serbest
yag asidi ekstraksiyonu hem sicaklik hem de basinca gore belirli bir dogrusal davranis
gostermemektedir. Yalnizca % etanol konsantrasyonuna gore degerlendirildiginde diisiik

etanol yiizdesinde ekstraksiyon veriminin arttig1 tespit edilmistir.

55°C sicaklik, 300 bar basingta yapilan ekstraksiyonlarda % 0, 4 ve 8 etanol
konsantrasyonu igin asit sayisi degerleri 6287.1, 3297.3 ve 2331.1 mg KOH/kg ekstrakt
olarak tespit edilmistir. Etanol yiizdesi arttikca ekstraksiyon veriminin azaldigi
gozlenmektedir. Sekil 4.16’da etanol yiizdesinin artisina bagli olarak asit sayisinin
dogrusal azaldigi gosterilmistir. Mohyuddin, (1970) tarafindan gergeklestirilen tez
calismasinda da Rokfor peynirinde 540 atm ile 680 atm basinglarinda 60 °C’de
gerceklestirilen ekstraksiyonlarda Cs’den Ci4 yag asidine kadar kisa ve orta zincirli yag
asitlerinin ekstraksiyonlarinda yardimci ¢6ziicli kullanilmadan yapilan ektrasksiyonlarin
yardimci ¢oziicli kullanilanlara kiyasla veriminin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir.
Ezine peynirinden serbest yag asidi ekstraksiyonunun optimizasyonunun yapilmasi
amactyla olusturulan yiizey grafikleri ve optimizasyon grafigi EK 7A ve EK 7B’de
verilmistir. Ayrica EK 8’de Ezine peynirinde ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonuna
ait istatiksel tablolar ve model denklemi verilmistir. Optimizasyon isleminde hedef olarak
y degerinin maksimum degerinin hesaplanmasi programa komut olarak verilmistir.

Analiz sonucuna gore 55 °C, 300 bar ve % 7.68 etanol
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konsantrasyonu maksimum y degerinin elde edildigi

proses kosullart olarak

belirlenmistir. Tahmin edilen maksimum y degeri 2378.65 mg KOH/kg ekstrakt olarak

bulunmustur.

Cizelge 4.8. EMP Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlarin asit sayist degerleri (mg

KOH/kg ekstrakt).
Etanol konsantrasyonu  Sicakhk Basing Ornek Asit Sayis1
(%0) (°C) (bar) Kodu (mg KOH/kg ekstrakt)

100 XXX 2362.9

35°C 200 XYX 2537.1

300 XZX 5295.5

% 0 Etanol 100 YXX 2717.0
45°C 200 YYX 4839.1

konsantrasyonu

300 YZX 4140.9

100 ZXX 969.5

55°C 200 ZYX 4164.2

300 ZZX 6287.1

100 XXY 3321.6

35°C 200 XYY 3729.3

300 XzZY 3506.0

100 YXY 3025.5

ko"rf’s :n'tfr;asf;‘gnu 45°C 200 YYY 27335
300 YZY 2510.3
100 ZXY 2,892.8

55°C 200 Yy 2830.1

300 zzY 3297.3

100 XXZ 1776.1

35°C 200 XYZ 1187.4

300 Xzz 2524.4

% 8 Etanol 100 YXZ 2790.0
Konsantrasyonu 45°C 200 YYZ 2167.4
300 YzZZ 2217.3

100 ZXZ 2440.3

55°C 200 Y7z 2365.3

300 YV 2331.1

% 4 Etanol 200 YYY 3159.4
konsantrasyonu 45 °C 200 YYY 3251.4
200 YYY 3265.2
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Sekil 4.15. EMP Ezine peynirinden etanolsiiz ekstraksiyonlardan elde edilen ekstraktlarin

sicaklik ve basing degisimine gore asit sayisindaki degisimi.
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Sekil 4.16. EMP Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlarda 300 bar basingta 35 °C, 45°C

ve 55 °C’de yapilan ekstraksiyonlarda asit sayisinin % etanol konsantrasyonuna gore
degisimi.

EMP Ezine peynirinden SC-CO2 yontemiyle aroma ekstraksiyonunda ekstraksiyon
kosullarinin aroma yogunluguna etkisini daha net gérebilmek ve ekstraksiyon kosullarini
optimize edebilmek amaciyla Cevap Yiizey Metodu uygulanmistir. Ezine peynirinde

belirtilen ile ayn1 deney dizayni kullanilmistir.
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Pareto Chart of the Standardized Effects Normal Probability Plot

(responseis y; a = 0,05) (response is y)
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Sekil 4.17. EMP Ezine peynirinde asit sayist1 i¢in Pareto cizelgesi ve verilerin normallik

testi.

Sekil 4.17 (b)’da EMP Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlardaki serbest yag asidi
miktarini gosteren asit sayis1 (mg KOH/Kg ekstrakt ) degerleri i¢in normallik varsayimi
testi verilmistir ve elde edilen ¢iktilarin dagiliminin normallik varsayimini sagladig
gbzlenmistir. Sekil 4.17 (a)’da ise Pareto tablosu verilmistir. Pareto tablosunda
ekstraksiyon parametrelerinden sadece % etanol konsantrasyonunun (p<0.05 diizeyinde)
standart etkinin tizerinde oldugu gézlenmektedir. Bu sonu¢ EMP Ezine peynirinden yag
asidi ekstraksiyonunda etanol dizeyinin etkisinin elde edilecek model tzerinde 6nemli

oldugu anlamina gelmektedir.

Sekil 4.18’de sicaklik, basing ve % etanol konsantrasyonu parametrelerinin
ekstraktlardaki serbest yag asidi miktarini gosteren asit sayist (mg KOH/kg ekstrakt )
degerleri tizerine ana etkisi verilmektedir. Grafik sicaklik agisindan degerlendirildiginde
sicaklik artisina bagli olarak asit sayisinin artig gosterdigi gozlemlenmektedir. Basing
degerleri agisindan 100 bar’da elde edilen verim 200 bar’a gore daha yUlksekken, en
yiiksek verim ise 300 bar’da elde edilmektedir. % etanol konsantrasyonu agisindan ise

etanol yiizdesi arttik¢a ekstrakttaki yag asidi miktarinin azaldig1 gozlenmektedir.
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Sekil 4.18. Sicaklik, basing ve % etanol parametrelerinin asit sayisi Uzerine ana etkisi.

Interaction Plot for y

Fitted Means
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Sekil 4.19. Sicaklik, basing ve % etanol parametrelerinin arasindaki etkilesimlerinin asit

say1s1 Uzerine etkisi.
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Sekil 4.19°da goriilebilecegi iizere parametreler arasi etkilesimin serbest yag asidi
ekstraksiyon verimi Uzerine etkisi, sicaklik*basing etkilesimi agisindan etanol yiizdesi
arttik¢a artig gdstermektedir; sicaklik*etanol etkilesimi agisindan degerlendirildiginde ise
etanol yiizdesi azaldik¢ca verim azalmaktadir. Basing*etanol etkilesimi agisindan ise
sicaklik*etanol etkilesimine benzer olarak % 0 etanol diizeyinde ekstraksiyon veriminin
en yiksek degerde oldugu gozlenmektedir. Aymi diizlemde sicaklik*etanol ve
basing*etanol etkilesimlerine bakildiginda ise basing*etanol etkilesiminin dolayisiyla
basing parametresinin ekstraksiyon verimi Uzerine da belirgin diizeyde pozitif etki

gosterdigi gozlenmektedir.

% 0 etanol [ e % 4 etanol

(a) (b)
% 8 etanol
2800
24m |
¥
2000 | 0
o 20 peinc
0 T 1m0
Sicakiik £
(c)

Sekil 4.20. EMP Ezine peynirinde asit sayis1 i¢in % etanol konsantrasyonunun degisimine
peyn y Yy g

gore yulzey grafikleri.
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Sekil 4.21. EMP Ezine peynirinde asit sayisi i¢in optimizasyon grafigi.

Sekil 4.20 ve 4.21’de EMP Ezine peynirinden serbest yag asidi ekstraksiyonunun
optimizasyonunun yapilmasi amaciyla olusturulan yiizey grafikleri ve optimizasyon
grafigi verilmistir. Sekil 4.20°de goriilebilecegi gibi asit sayis1 (mg KOH/kg ekstrakt)
icin minimum ve maksimum deger araligi 1000 ile 5000 mg KOH/kg ekstrakttir. Sekil
4.20 (a) % 0 etanol konsantrasyonunda y degerlerinin sicaklik ve basinca gore degisimini
gostermektedir. Grafikten goriilebilecegi ilizere yiizey grafiginin maximum noktasi
sicaklik ve basincin en yiiksek oldugu degerlere karisik gelmektedir. Ayrica bu grafigin
skalas1 4600 mg KOH/kg ekstrakt ile digerlerine gore en yiiksek olan skaladir. Bu durum
ekstraksiyon veriminin en yiksek oldugu ekstraksiyon kosullarinin % O etanol
konsantrasyonunda saglanmasindan kaynaklanmaktadir. % 4 etanol konsantrasyonunda
ise y degerlerinin maksimum oldugu nokta Sekil 4.20 (b)’de goriilebilecegi gibi algak
sicaklik yiiksek basing kombinasyonundan yiiksek sicaklik yliksek basinca dogru ylzey
grafigi boyunca artmaktadir. Cizelge 4.8’1 incelerken, yapilan 100 bar ve 300 bar
basinglarda verim artarken, 200 bar basincta serbest yag asidi ekstraksiyon verimi

diismiistiir yorumu ii¢ boyutlu olarak yiizey grafiginde de goriilmektedir.

Sekil 4.21 ‘de ise EMP Ezine peynirinden serbest yag asidi ekstraksiyon kosullarina ait
optimizasyon grafigi verilmistir. Optimizasyon isleminde hedef olarak y degerinin
maksimum degerinin hesaplanmasi programa komut olarak verilmistir. Analiz sonucuna
gore 55 °C, 300 bar ve % 0 etanol konsantrasyonu maksimum y degerinin elde edildigi

proses kosullar1 olarak belirlenmistir. Tahmin edilen maksimum y degeri 4583.3 mg
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KOH/kg ekstrakt olarak bulunmustur. Calisma kapsaminda yapilan serbest yag asidi
sonuglarinda da ZZX ornegini temsil eden bu kosullarin asit sayis1 6287.1 mg KOH/kg
ekstrakt olarak tespit edilmistir. EMP Ezine peynirinde serbest yag asidi
ekstraksiyonunun optimizasyonuna bagli olarak hesaplanan model denklemi ve istatiksel

tablolar EK 3’te verilmistir.

4.2.2. Termal Analiz

Bitkisel yaglar ve kat1 yaglar basta a, B, B’ olmak iizere farkli polimorfik formlarda ve
farkli stabilitede, erime noktasinda ve flizyon isisinda kristalize olurlar. DSC’de
kristallesmenin basladigi Tonset (ONSet temperature), hal degisikliginin basladigi nokta
olarak kabul edilir. Tonset kristalizasyon ya da erime pikine teget egim ¢izgisinin baseline
ile kesistigi noktadir. DSC’nin prensibi yaglarin sogutma ya da 1sitma egrisini farkli TAG
tiplerine karsilik gelen farkli ekzotermik/endotermik bolgelere ayirmak ve bdylece
numunelerin belirli parametrelerini bu bolgelerde 6lgmeye dayanir (Tan ve Che Man,

2002a).

Calismada ekstraktlarin alindig1 aygigek yagi i¢in yapilan DSC analizinin termogrami
Sekil 4.22°de verilmistir. Ay¢igek yagi i¢in kristalizasyon egrisinde ii¢ farkl pike ait ii¢
farkli ekzotermik bolge gézlenmektedir. Bu piklerden en biylk ekzotermik pikin (Ton: -
55.63 ) LLL, OLL ve OOL formundaki TAG’lerin kristalizasyonundan kaynaklandigi
yorumu yapilmistir. Diger iki pikin ise (Ton: -32.62, -11.74) PLL ve POL/SLL gibi SUU
(doymus YA, doymamis YA, doymamis YA) yapisindaki TAG’lerin kristalizasyonundan
kaynaklandig: tespit edilmistir. Keskin ekzotermik piklerin LLL, OLL, OOL gibi yuksek
oranda doymamis (UUU) TAG’nin kristalizasyon piki oldugu literatiir caligmalarinca
desteklenmektedir (Tan ve Che Man, 2002a).

Aygigek yagi igin erime egrisinde li¢ farkli endotermik bolge tespit edilmistir. Bu
piklerden en biiyiik olan1 (Ton : -38.81) doymamis (UUU) TAG’lerin erimesinden
kaynaklanmaktadir, daha disiik sicaklikli (Ton : -29.87, -22.99 °C) pikleri ise POL ve
POL/SLL gibi SUU TAG’lerin erimesine bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Aygicek
yaginda yapilan DSC analizine ait endotermik ve ekzotermik verilerin literatlr

caligmalar1 ile uyumlu oldugu gézlenmistir (Tan ve Che Man, 2002b).
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Sekil 4.22. Aygicek yaginin DSC termogramu.

Calismada ayg¢icek yagina ekstrakte edilen peynir yaginin termal davranisim1 gérebilmek
amaciyla sadeyag numunesine DSC analizi yapilmistir. Sadeyag numunesi igin elde
edilen erime ve kristalizasyon termogrami Sekil 4.23’te verilmistir. Sekil 4.23°te
goriilebilecegi sekilde sadeyagin kristalizasyon egrisinde 3 adet ekzotermik bolge
bulunmaktadir. Bu boélgelerden ilk kristalizasyon pikinin Ton:15.33 °C’dir ve
kristalizasyon bu noktada baslamaktadir. Diger iki pik i¢in Ton:11.1 °C ve -45.88 °C
olarak tespit edilmistir. Sadeyagin erime egrisi incelendiginde ise 3 adet endotermik bolge
gozlenmektedir. Cizelge 4.9°te goriilebilecegi lizere endotermik piklerden ilkinin Ton : -
6.2°C ‘dir ve erime bu noktada baslamaktadir. Diger iki pik i¢in Ton: 8.83 °C ve 25.18
°C olarak tespit edilmistir. Tomaszewska-Gras,(2016)’in ¢alismasina gore tereyagi
numunesinde yapilan DSC analizinde elde edilen tipik erime egrisinde diigiik erime
fraksiyonu, orta erime fraksiyonu ve yiiksek erime fraksiyonu olarak adlandirilan 3 adet
endotermik bolge tespit edilmistir. Caligmada sadeyag icin yapilan DSC analizi elde
edilen termogram acisindan literatiirde yer alan tipik tereyag termogrami ile paralel

davranig gosterdigi ancak yag asidi komposizyonu, trigliserit miktar1 gibi igeriksel
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farkliliklar dolayisiyla sadeyagda elde edilen verilerin farklilik gdsterdigi tespit edilmistir

( Tomaszewska-Gras, 2016).
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Sekil 4.23. Sade yagin DSC termogramu.
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Sekil 4.24. Aycicek yag1 ve Ezine peynirinin ekstraktlarinin kristalizasyon termogramlari
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Sekil 4.25. Aygicek yagi ve Ezine peynirinin ekstraktlarinin erime termogramlari.

Calismada elde edilen ekstraktlara DSC analizi yapilmasinin amaci, ekstraktlar arasi
dolayisiyla ekstraksiyon kosullarinin degigsmesine bagl olarak ortaya ¢ikan farkliliklarin
elde edilen ekstrakttaki termal davranisa etkisinin incelenmesi ve ekstraktlardaki
bilesimsel farkliliklarin hizli bir yontem olan DSC ile ortaya konulmasidir. Ayrica,
ilerleyen siiregte ekstraktlarin termal direnci, raf 6mrii ¢alismasi ve oksidatif bozulmalar
ile ilgili yorumlar i¢in elde edilen DSC sonuglarmin yol gosterici olabilecegi
diistiniilmiistiir. Bu baglamda yapilan analiz sonucu Ezine peynirinden elde edilen
ekstraktlardaki DSC kristalizasyon egrileri Sekil 4.24’te analiz sonuglar1 ise Cizelge
4.9°da verilmistir. Grafikte goriilebilecegi iizere 55 °C, 100 bar, %0 etanol kosullarini
temsil eden CAA 6rnegi ve 55 °C, 200 bar, % 0 etanol kosullarini temsil eden CBA 6rnegi
ayc¢icek yagina benzer termal profil gostermektedir. Bunun nedeni diisiik basing
kosulunda ekstraksiyon veriminin daha diisiik olmas1 ve buna bagli olarak ekstrakte
edilen trigliserit miktarinin daha az olmasidir. Dolayisiyla degisen trigliserit

komposizyonu nedeniyle kristalizasyonun bagsladig1 sicakliklar farklilik gostermektedir.
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CAA o6rnegi ay¢icek yagi ile daha paralel bir ekzoterm verirken, CBA 6rnegi ise basincin
artmasina bagli olarak hem ayg¢igek yagindan gelen 2. bolgedeki pikini kaybetmekte hem
de artan trigliserit miktaria bagli olarak kristalizasyonun basladigi Ton sicaklig1 -4.89
°C’ye kadar diismektedir. Sekil 4.24’te Ezine peynirinden elde edilen diger ekstraktlar
ise ACA, BCA ve CCA numuneleridir. Bu numuneler ise % 0 etanol konsantrasyonunda
300 bar basingta yapilan ekstraksiyonlarda 35, 45, 55 °C olmak iizere sicaklik artigina
bagli olarak ekstraktin yag asidi ve trigliserit kompozisyonunda meydana gelen degisime
ve dolayisiyla yagin faz gecislerinin termodinamik davranigini gozlemlememize olanak
saglamistir. Elde edilen termogramlara gore yiiksek basingta artan sicakliga bagli olarak
ekstrakte edilen yag miktarmin artis gosterdigi artan kristalizasyon pik sayisi ve Ton
sicakliklart ile tespit edilmistir. Ezine peynirinden elde edilen ayni ekstraktlarin
endotermik davraniglarini gosteren erime termogralar ise Sekil 4.25°te aygicek yaginin
erime termogramiyla birlikte verilmistir. Sekilden anlasilacagi lizere tipki kristalizasyon
grafiginde oldugu gibi diisiik sicaklik ve basingtaki ekstraksiyon Ornegi olan CAA

aycicek yagina ¢ok yakin bir sonu¢ vermektedir.

Ancak, artan sicaklik ve basinca bagli olarak, ACA, BCA ve 6zellikle CCA 6rneginde 3
adet endotermik bdlge icerikte artan trigliserit miktarina ve cinsine bagl olarak
gozlemlenmektedir. Yaglarda DSC termogramlarindan elde edilen pikler analiz edilirken
bazen ne oldugu anlasgilamayan omuzlanmalar goriilebilmektedir. Bunlar yaglarin
kompleks yapidaki TAG igerikleri ve polimorfik yapilarindan kaynaklanmaktadir (Sur,
2017). Ancak, DSC, yaglarin kimyasal bilesimi hakkinda dogrudan bir bilgi
saglamamaktadir. Yaglarin fiziksel hal degisikliklerini i¢eren termodinamik davraniglar
hakkinda fikir vermektedir (Tan ve Che Man, 2000). Trigliseritlerin kristal yapilarini ve
formlarin1 ortaya koymak amaciyla DSC’ye ek olarak X-1s1m1 kirinimi analizinden
yararlanilabilir (Sur, 2017). EMP Ezine peynirinden farkli ekstraksiyon kosullarinda elde
edilen DSC kristalizasyon termogramlar1 Sekil 4.26’da verilmistir. Ayrica EMP Ezine
peynirinde elde edilen ekstraktlarin DSC analiz sonuglar1 Cizelge 4.13’de verilmistir.
Ezine peynirinden elde edilen DSC sonuglarina benzer sekilde EMP Ezine peyniri i¢in de
aycicek yagmma kiyasla ZXX ve ZYX ekstraktlar1 diisiik basingta yapilan
ekstraksiyonlarda yag ekstraksiyon veriminin daha diisiik oldugunu dogrular nitelikte
benzer termogram vermistir. XZX, YZX ve ZZX ekstraktlar1 ise 300 bar basingta artan

sicakliga bagl olarak artan trigliserit ekstraksiyonunu dogrular sekilde 2. ekzotermik
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pikin kayboldugu ve Ton sicakliklarinin arttigr gézlenmektedir. EMP Ezine peynirinden
elde edilen ekstraktlarin erime termogramlari Sekil 4.27°de verilmistir. Endotermik
termogramlarin ayg¢i¢ek yaginin erime termogramina benzer termal davranig gosterdigi
tespit edilmistir. Ancak tiim Orneklerde aycigek yagina kiyasla erimenin bagladigir Ton
sicakligimin arttig1  gozlenmektedir. Bu durum ekstraksiyon sirasinda trigliserit
ekstraksiyonunun gerceklestigini ancak EMP Ezine peynirinin ileri lipoliz nedeniyle
yapisinda Ezine peynirine kiyasla daha az trigliserit ihtiva etmesi ve baslangic yag
miktarinin daha diisiik olmas1 nedeniyle trigliserit ekstraksiyonunun daha diisiik oldugu
bulgusunu destekler niteliktedir. Ayrica, Ezine peynirinin ekstraktlarindan elde edilen
erime termogramlarindaki omuzlanmalarin ve piklerin EMP Ezine peynirinde
g0zlenmemesi yine EMP Ezine peynirindeki aroma ekstraksiyonunun serbest yag
asitlerinden kaynaklandigini ortaya koymaktadir. DSC verilerine bakildiginda Ezine
peyniri ve EMP Ezine peynirinde yag ve aroma ekstraksiyonunun bilesimsel olarak
farklilik gosterdigi ve bu sonuglarin yag analizi ve serbest yag asidi sonuglarini destekler
bicimde oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, hem aycgicek yagr hem de siit yagi i¢in DSC
verileri literatiir ile uyumlu bulunmustur. Ileri ¢alismalarda bu veriler ile ekstraktlarda
termal stabilite, oksidatif bozulmanin 6nlenmesi ve raf dmrii ¢caligmalar1 gibi ekstraktlarin

tiriine dontistiiriilmesi amaciyla yeni bir ¢alisma fikrinin ortaya koyulabilecegi yorumu

yapilmistir.

Cizelge 4.9. Aygicek yagi ve sade yagin DSC termogramlarinin analiz sonuglari.

Ornek Baslangic (°C) | Onset(°C) Maks.(°C) Bitis (°C) | Pik Alam ( J/g)

-51.66 -55.63 -61.89 -78.54 25.38

-30.6 -32.62 -41.17 -51.08 1.80

Aycicek -9.75 -11.74 -17.9 -29.43 2.03
Yagi -47.2 -38.81 -33.59 -30.59 3.57
-30.59 -29.87 -27.26 -23.15 12.16

-23.15 -22.99 -17.84 -12.8 1.89

-45.21 -45.88 -52.1 -62.58 1.10

11.69 111 1.75 -9.41 17.23

Sade 17.55 15.33 14.49 11.69 1.64
Yag -9.46 -6.2 3.45 6.46 1.84
6.46 8.83 14.51 24.98 20.56

24.98 25.18 32.79 38.78 3.64
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Sekil 4.26. Aygicek yagi ve EMP Ezine peynirinin ekstraktlarinin kristalizasyon

termogramlari.
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Sekil 4.27. Aygicek yag1 ve EMP Ezine peynirinin ekstraktlarinin erime termogramlari.
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Cizelge 4.10. Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlarin DSC termogramlarinin analiz

sonugclart.

Ornek Baslangic (°C) Onset(°C) Maks.(°C) | Bitis (°C) | Pik Alam ( J/g)

-44.76 -51.17 -60.92 -79.6 18.84

ACA 4.26 0.1 5.21 -44.01 17.19

(35 °C, 52.71 -37.77 -32.91 -28.94 2.16

300 bar, -28.94 -28.56 -20.52 -11.79 12.12

0 ethanol) -11.79 -10.06 -3.81 16.77 13.05

16.77 17.45 22.9 29.02 0.47

-43.38 -48.38 -58.64 -79.56 21.10

-0.99 -1.07 5.73 -43.38 11.24

BCA 5.1 2.44 0.75 -0.99 0.28

(45 °C, -49.24 -37.15 -32.5 -29.22 2.05

300 bar, -29.22 -28.87 -25.7 -20.02 5.41

0 ethanol) -20.02 -20.01 -17.87 -12.56 0.21

-12.56 -11.42 -7.07 14.04 11.77

14.04 17.82 23.75 29.46 0.59

-42.54 -48.75 -57.95 -79.05 20.06

-0.91 -1.24 -6.42 -42.54 12.60

CCA 6.62 4.38 2.39 -0.91 0.72

(55 °C, -50.73 -36.87 -32.53 -29.6 0.84

300 bar, -29.6 -29.12 -25.97 -21.14 5.20

0 ethanol) 21.14 -20.53 -17.7 -12.69 0.34

-12.54 -12.03 -8.15 14.9 8.78

14.9 17.55 23.98 28.84 0.66

-49.64 -54.13 -61.66 -78.91 22.65

CBA -3.89 -4.89 -10.92 -34.87 8.94

(55 °C, -46.63 -38.03 -33.47 -30.59 3.10

200 bar, -30.59 -29.95 -26.57 -11.57 20.95

0 ethanol) -11.57 -9.34 -5.82 7.95 2.87

-53.58 -56.99 -63.14 -79.31 23.48

CAA -31.68 -33.04 425 -53.58 2.00

(55 °C, -9.46 -12.59 -17.49 -31.68 2.06

100 bar, -46.61 -38.71 -33.48 -30.2 4.95

0 ethanol) -30.2 -29.61 -24.62 -10.31 35.86

-10.31 -8.27 -5.99 -3.22 0.18
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Cizelge 4.11. EMP Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlarin DSC termogramlarinin

analiz sonuglari.

Ornek Baslangi¢ (°C) Onset (°C) | Maks.(°C) | Bitis (°C) | Pik Alam ( J/g)
-53.07 -57.15 -64.8 -79.6 19.02
XZX -36.36 -36.84 -43.87 -53.07 0.51
(35 °C, -4.12 -6.65 -9.55 -35.39 7.43
300 bar, -50.78 -39.57 -35 -31.66 2.46
0 ethanol) -31.66 -31.3 -25.16 -10.78 27.25
-10.78 -3.54 -0.22 7.71 0.34
YZX -52.75 -56.57 -63.86 -79.6 19.99
(45 °C, -4.8 -7 -13.3 -52.75 8.33
300 bar, -49.1 -39.15 -34.47 -31.32 2.77
0 ethanol) -31.32 -30.82 -25.25 -12.8 25.33
-10.68 - -4.97 -1.73 0.35
ZZX -53.05 -56.74 -64.29 -79.47 18.65
(55 °C, -1.6 -6 -13.96 -52.29 11.94
300 bar, -495 -38.97 -34.71 -31.68 1.65
0 ethanol) -31.68 -31.25 -25.16 -11.84 22.70
-11.84 -9.25 -5.19 3.4 0.82
-53.97 -58.07 -65.49 -79.42 15.44
ZYX -33.69 -35.47 -43.7 -53.39 0.86
(55 °C, 7.24 -8.35 -12.3 -33.11 5.20
200 bar, -51.83 -39.03 -34.53 -30.91 2.15
0 ethanol) -30.91 -30.57 -24.41 -11.61 25.3
-11.61 -5.32 -0.39 5.96 0.97
-53.1 -56.53 -63.12 -78.98 21.21
ZXX -31.53 -33.32 -42.04 -52.81 1.61
(55 °C, -9.54 -11.47 -16.69 -30.38 2.34
100 bar, -46.77 -38.89 -33.8 -30.53 3.98
0 ethanol) -30.53 -30.04 -25.37 -11.41 33.09
-11.12 - -5.25 1.96 1.13

4.2.3 Ugucu Bilesen Analizi

Ezine peynirinin aromasinin olusumunda baskin rol oynayan kimyasal gruplar aldehitler,

ketonlar, esterler, asitler, siilfiir igeren bilesenler ve alkollerdir (Hayaloglu, 2017; Yiceer

ve ark., 2009). Peynirin olgunlasma siirecinde meydana gelen lipolize bagli olarak

trigliseritlerin lipolitik enzimler tarafindan pargalanmasiyla olusan yag asitleri dogrudan

aromaya katkida bulunduklar1 gibi, bunlarin bir kismi p-oksidasyon ile once [-

ketoasitlere ardindan metil ketonlara ve ikincil alkollere, bir kismi ise 4- veya 5-

hidroksiasitlere ve ardindan y- ve &-laktonlara doniismektedir (Collins ve ark., 2003).

Yine olgunlasma siirecinde proteoliz sonucu olusan peptitler ve aminoasitlerin aromaya

katkis1 oldugu gibi bunlarin dekarboksilasyon, degradasyon, transaminasyon ve oksidatif

deaminasyon reaksiyonlarindan elde edilen aminler, aminoasitler, a-ketoasitler aromaya
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onemli katkida bulunan alkoller, asitler ve kiikiirtlii bilesenlerin 6nciil maddeleridir

(McSweeney ve Sousa, 2000).

Ezine peynirinin aroma karakterizasyonu ile ilgili yapilan ¢alismada, asetaldehit (yesil
elma), 2-nonanon (yagimsi), nonanal (sabunsu), asetik asit (sirke), biitirik asit (ransit), 2-
metilbiitanal (meyvemsi), diasetil (tereyagimsi), heptanal (yaprak), hekzanal (kesilmis
cimen) olarak tanimlanmustir (Ytceer ve ark., 2009). Ezine peyniri ve EMP Ezine peyniri
ile bu peynirlerden elde edilen ekstraktlarda ve ekstraksiyon sonrasi kalan peletlerde
ucucu bilesiklerin degisimi GC-MS-SPME ile belirlenmistir. Ugucu bilesik analizi
yalnizca % 0 etanol konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyonlardan elde edilen ekstraktlar
ve peletlerde yapilmistir. % 4 ve % 8 etanol konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyonlarda
elde edilen ekstrakt ve peletlerin numunesi hazirlanip GC-MS-SPME’ye yiiklenmistir.
Ancak, bu orneklerdeki yogun etanol igeriginden dolay1 etanol pikinin diger ugucu
bilesiklerin piklerini maskeledigi gozlenmistir. Bu nedenle Ezine peyniri icin AAA,
BAA, CAA, ABA, BBA, CBA, ACA, BCA, CCA drneklerinin; EMP Ezine peyniri igin
XXX, YXX, ZXX, XYX, YYX, ZYX, XZX, YZX ve ZZX orneklerinin ekstrakt ve

peletlerinde ugucu bilesik analizi yapilmasi uygun bulunmustur.

Ezine peynirinin ve EMP Ezine peynirinin, bunlarin her birine ait peletlerin ve
ekstraklarin ugucu bilesik profilleri arasindaki farkliliklar Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°da
verilmistir. Ezine peynirindeki ugucu bilesen analizi sonuclart PCA metoduyla
degerlendirilmistir. Sekil 4.28’de goriilebilecegi lizere Ezine peyniri, peletleri (yesil daire
ile isaretlenmistir) ve eckstraktlar1 (mavi daire ile isaretlenmistir) gruplar halinde
birbirlerinden belirgin sekilde ayrilmistir. Sekil 4.28 (a)’da goriilebilecegi lizere yesil
daire ile gruplandirilan pelet 6rneklerinde ekstraksiyon basincinin degisimine bagl olarak
PC 2 boyunca ayrim gézlenmektedir. Sekil 4.28 (a) ve (b) birlikte degerlendirildiginde
ise ucucu bilesikler acisindan peletler ve ekstraktlarin % 42.96 oraninda PC 1’e gore
ayrildigr gozlenmektedir. Ayrica, peletlerin PC 1°gore ve aldehitler (6rnegin; oktanal, 2-
heptanal, 2-nonenal, 2-dodekanal) bazinda ayrildigi, ekstraktlarin ise yag asitleri, ketonlar
ve esterler (0rnegin; hekzanoik asit, 2-nonanon, hekzanoik asit etil ester) bazinda ayrildigi

g6zlenmektedir.
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Sekil 4.28. Ezine peyniri, Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlar ve peletlere ait temel

bilesim analizi.

Sekil 4.29°da EMP Ezine peyniri, peletleri ve ekstraktlari i¢in ugucu bilesen analizi

sonuclarina uygulanan PCA analizi sonuglar1 verilmistir. Sekil 4.29 (a)’da goriilebilecegi

tizere peynir, peletler (yesil daire ile isaretlenmistir) ve ekstraktlar (mavi daire ile

isaretlenmistir) gruplar halinde birbirinden belirgin sekilde ayrilmistir.
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Yesil daire ile gruplandirilan pelet 6rnekleri kendi i¢inde degerlendirildiginde sicaklik
veya basinca gore net bir ayrim gozlenmemistir. Ancak, ekstraktlara kiyasla ugucu bilesik
bazinda degerlendirilmek amaciyla Sekil 4.29 (b) ile birlikte incelendiginde, peletler PC
1’e gore ketonlar (2-undekanon, 2-nonanon) ve yag asidi esterleri (oktanoik asit etil ester,

dekanoik asit etil ester) bazinda ayrim géstermektedir.

Peletlerdeki ayrimin ekstraktlara ve peynir hammadde Ornegine kiyasla belirgin
oldugunun tespit edilmesi uygulananan ekstraksiyon metodunun aroma eldesinde etkili
bir metod oldugunu gostermesi nedeniyle 6nemlidir. Ancak, ekstraksiyon metodunun
etkisinin farkli proses parametrelerine gore ucucu bilesen agisindan nasil degisiklik

gosterdigini anlayabilmek amaciyla ekstraktlarda ayri ayri PCA analizi uygulanmistir.

Sekil 4.30’da Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlardaki PCA analizi sonuglarina ait
grafikler verilmistir. Sekil 4.30 (a)’ya gore ekstraktlarin PC 1°e gore % 54.55 oraninda
basing parametresi bazinda ayrim gosterdigi gozlenmektedir. Mavi daire ile
gruplandirilan 6rnekler 100 bar basingta farkli sicaklikta yapilan ekstraksiyonlardan elde
edilen ekstraktlardir. Bunlarin kendi i¢inde PC 2’ye gore sicaklik degisimine bagh olarak
ayrim gosterdigi gézlenmektedir. Yesil daire ile gruplandirilan 6rnekler 200 bar basingta
elde edilen ekstraktlardir ve bu drneklerde de PC 2’ye gore sicaklik degisimine bagli
olarak ayrim ger¢eklesmektedir. Son olarak kirmizi dairedeki grupta ise 300 bar basingta
elde edilen ekstraktlar gruplanmaktadir bu 6rneklerde de benzer sekilde PC 2’ye gore
sicaklik degisimi bazinda ayrim gozlenmistir. Ugucu bilesikler bazinda Sekil 4.30 (b)
incelendiginde PC 1’e gore aldehitler ketonlar ve yag asitleri bazinda ayrim saglanmastir.
PC 2’ye gore ise uzun zincirli ve kisa zincirli yag asitleri ile bunlarin etil esterleri

acisindan ayrim gozlenmektedir. Analize ait bi-plot grafigi EK 4A ve 4B’de verilmistir.
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Sekil 4.29. EMP Ezine peyniri, EMP Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlar ve

peletlere ait temel bilesim analizi.
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Samples/Scores Plot of PCA_SONVERI.xIsx
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Sekil 4.30. Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlara ait temel bilesim analizi.
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Sekil 4.31°de EMP ezine peynirinden elde edilen ekstraktlardaki PCA analizi sonuglari
verilmistir. Sekil 4.31 (a)’da EMP Ezine ekstraktlarinin proses parametrelerine gore
ayrimi gosterilmektedir. Ekstraktlar basing degisimine bagli olarak gruplar halinde
birbirinden ayrilmaktadir. Mavi daire ile isaretlenen ekstraktlar 100 bar, yesil daire
icindekiler 200 bar ve kirmizi daire igindeki ekstraktlar ise 300 bar basingta elde
edilmistir. Basincin etkisinin ugucu bilesik dagilimi {izerinde Onemli oldugu
gorulmektedir. Ayrica, ekstraktlar ayni basing diizeyinde sicaklik degisimine gore kendi
icinde degerlendirildiginde 100 ve 200 bar’daki ekstraktlar PC 2’ye gore sicaklik bazinda
ayrim gostermektedir. 300 bar’da elde edilenlerde ise sicaklik bazinda ayrim PC’1 e gore

gerceklesmistir.

Sekil 4.31 (b)’ de ugucu bilesikler bazinda ayrim incelendiginde, PC 2’ye gbre ayrim
gerceklesmistir. 200 bar ekstraktlarnin PC 2’ye gore heptanal, oktanal, 2-nonanal gibi
aldehitler; biitanoik asit, oktanoik asit, heptanoik asit gibi kisa ve orta zincirli yag asitleri
bazinda ayrim gostermektedir. 300 bar ekstraktlarinda ise PC 2’ye gore dekanoik asit etil
ester, butanoik asir 1-metil propil ester gibi yag asitleri esterleri ve 2-undekanon, 2-
nonanon gibi ketonlar bazinda ayrim saglandigi gézlenmistir. Analize ait bi-plot grafigi
EK 5A ve 5B’de verilmistir. Sekil 4.32’de Ezine peynirinden ve EMP Ezine peynirinden
farkli ekstraksiyon kosullarinda elde edilen ekstraktlara ait ugucu bilesik analiz
sonuclarina uygulanan PCA analizi sonuglar1 verilmistir. Sekil 4.32 (a)’da kirmizi daire
ile isaretlenen ekstraktlar EMP Ezine peynirinden elde edilen, mavi daire ile
isaretlenenler ise Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlardir. Peynir cinsi bazinda elde

edilen ekstraklar % 58.52 oranda PC 1’e gore ayrim gostermektedir.

Sekil 4.32 (b)’de ise ugucu bilesik bazinda PCA loadings grafigi verilmistir. Bu grafikte
peynir cinsine gore ucucu bilesik bazinda % 58.52 oranda PC 1’e goére ayrim
gozlenmektedir. Bu ayrimin EMP Ezine ekstraktlar1 i¢in yag asitleri bazinda, Ezine
peyniri ekstraktlari icin alkoller, aldehitler ve yag asidi esterleri bazinda gerceklestigi
gorulmektedir. EMP Ezine peynirinde yag asitlerinin karakteristik aroma 6zelligi, asetik
asit (sirke), propanoik asit (keskin), bitanoik asit (peynirimsi), dekonoik asit
(peynir/ke¢imsi), nonanoik asit (ke¢imsi) olarak belirtilmistir (Bulat ve Topcu, 2017;
Erbay ve ark., 2018).
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Sekil 4.31. EMP Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlara ait temel bilesim analizi.
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EMP Ezine peyniri ekstraktlar1 i¢in PC 2’ye gore kisa ve uzun zincirli yag asitleri bazinda
ayrim gozlenmektedir. Tuomala ve Kallio, (1996) tarafindan yapilan ¢alismada 100 bar
40°C’de on-line SFE-GC analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore diisiik
basingta kisa zincirli yag asitleri ortalama %90 verimle elde edilmistir. Benzer sekilde
Sekil 4.28’de goriildigi tizere YXX ve ZXX ornekleri 100 bar 45 ve 55 °C
ekstraksiyonlarini temsil etmektedir ve bu 6rneklerin kisa zincirli yag asitleri bazinda PC

2’ye gore ayrildig1 gozlenmektedir.

Ezine peyniri ekstraktlarinda ise PC 2’ye gore alkoller, aldehitler ve yag asidi esterleri
bazinda ayrim gdzlenmektedir. Ornegin Ezine peyniri icin PC 2 diizleminde eksenin
altinda kalan bolgede CAA ve BAA 6rneklerinin digerlerinden ayrildig1 gézlenmektedir.
Bu ornekler 45 ve 55 °C’de 100 bar’da yapilan ekstraksiyonlardan elde edilmistir.
Belirtilen bolgede bu 6rneklerin yag asidi esterleri bazinda ayrildigi Sekil 4.32 (b)’de
goriilmektedir. Benzer sekilde Torres ve ark., (2009) tarafindan yapilan ¢alismada 100
bar basing ve 60 °C’de yapilan ekstraksiyonlarda kisa ve orta zincirli yag asidi esterlerinin
% 70 verimle ekstrakte edildigi saptanmistir. Bu agidan ¢alismadaki ugucu bilesen
sonuglarinin literatiir ile uyumlu oldugu saptanmistir. Analize ait bi-plot grafigi EK 6’da

verilmistir.
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Samples/Scores Plot of PCA_SONVERI.xlsx
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85

0.3

0.4



4.2.4. Duyusal Analiz

Ezine peyniri ve EMP Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlarin duyusal nitelikleri,
ekstraksiyon kosullarinin ekstraktin duyusal Ozellikleri {izerine etkisini belirlemek
amactyla incelenmistir. Bu amagla, peynir aromasi ve duyusal degerlendirmesi hakkinda
tecriibe sahibi 5 kisilik panelist grubu tarafindan duyusal analiz uygulanmigtir. Peynir
ornekleri ve ekstraktlarin duyusal muayenesinde kullanilan degerlendirme tablosu

EK1’de verismistir.

Ekstraktlar hammadde olarak kullanilan klasik Ezine peyniri ve EMP Ezine peynirine
kiyasla puanlanmigtir. Duyusal analiz sadece % 0 etanol konsantrasyonunda yapilan
ekstraksiyonlardan elde edilen AAA, BAA, CAA, ABA, BBA, CBA, ACA, BCA, CCC,
XXX, YXX, ZXX, XYX, YYX, ZYX, XZX, YZX ve ZZX ornekleri i¢in uygulanmistir.
Etanollii 6rneklerde icerik agisidan mevcut etanol miktari aromanin algilanmasinin dniine

gecmektedir.

Peletlerde ekstraksiyon sonrasi yapilan duyusal degerlendirmelerde belirgin sekilde
aromanin azaldigi ve neredeyse tiim ekstraksiyon kosullarinda peletlerin duyusal
ozelliklerinin benzer oldugu tespit edilmistir. Peletler genel olarak yavan, hayvansal koku
ve peynir niteliginde olmayan seklinde tanimlanmistir. Bu nedenle, peletlerde panelistler

tarafindan duyusal analiz yapilmamaistir.

Degerlendirmede Just About Right (JAR) skalas1 kullanilmistir. Degerlendirmelerde 1 ile
5 arasinda puanlama yapilmistir. Puanlamada 1 ¢ok az; 3 neredeyse ayni; 5 ise ¢ok fazla
anlamina gelmektedir. Ezine peyniri i¢in duyusal tanimlayicilar okside, kremamsi, whey
aromasl, ransit, tereyagimsi, keskin, meyvemsi, hayvansal koku ve eksi olmak Uzere 9
adettir. Ezine peyniri ve Ezine peynirinin farkli kosullarda gergeklestirilen
ekstraksiyonlarindan elde edilen ekstraklar i¢in yapilan duyusal degerlendirme sonuglari
Sekil 4.33te verilmistir. Ayrica Sekil 4.34’te Ezine peyniri ve ekstraktlariin duyusal
degerlendirmesine ait PC 1 %69.79 ve PC 2 %16.18 oranda elde edilen bi-plot PCA

grafigi verilmistir.
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Sekil 4.33. Ezine peyniri ve ekstraktlarinin duyusal analiz sonucu 6riimcek grafigi.
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Sekil 4.34. Ezine peyniri ve ekstraktlarinin duyusal analiz sonucuna ait PCA bi-plot

grafigi.

Ezine ekstraktlari duyusal tanimlayicilar agisindan PC 1 ‘e gore %69.79 oranda Ezine
peynirinden ayrilmigtir. Ancak ekstraktlarin kendi i¢inde ekstraksiyon kosullarina gore

ayrim1 PC 2’ye gore % 16.18 oranda gergeklesmektedir. Ekstraktlarin PC 2’ ye gore
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ayriminda basing parametresinin etkili oldugu goriilmektedir. AAA, BAA ve CAA
ornekleri diisiik basingta (100 bar) degisen sicakliklarda elde edilmistir ve bunlarin
tanimlayicilardan “okside” ile ayni alanda oldugu gozlenmektedir. Diisiik basing
ekstraksiyonunda kisa zincirli yag asitlerinin % 90 verimle alindigi bilinmektedir
(Tuomala ve Kallio, 1996). Bu 6rneklerdeki okside alginin biitirik asit gibi kisa zincirli
yag asitlerinin yiiksek oranda ekstraksiyonundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ayrica,
Sekil 4.33°’te AAA, BAA, CAA orneklerinin okside tanimlayicist disinda diger tim
tamimlayicilar i¢in diisiik puanli oldugu goriilmektedir. Yiiksek basingta elde edilen
ekstraktlarin Ezine peyniri ile ayn1 bolgede ayrilmasi CCA, ACA o6rneklerinin duyusal
nitelik agisindan hammaddeyle paralel oldugunu géstermektedir. Bu durum artan sicaklik

ve basincin aroma ekstraksiyon verimini artirdigi sonucunu dogrulamaktadir.

Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlarindan 200 bar basingta 45 °C ve 55 °C’de elde
edilen BBA ve CBA 6rnekleriyle 300 bar basingta 45 °C ve 55 °C’de elde edilen BCA
ve CCA meyvemsi ve keskin tanimlayicilari agisindan en yiiksek duyusal degerlendirme
puanini aldig Sekil 4.33te goriilebilmektedir. Aroma analizi sonuglarinin bulundugu bir
Onceki boluimde Sekil 4.30’da BBA, CBA, BCA ve CCA o6rneklerinin bltanoik asit
(tatlimsi/peynirimsi) propanoik asit (keskin), pentanoik asit 2-hidroksi etil ester,
hekzanoik asit etil ester (meyvemsi) gibi aroma bilesenleri ile ayni1 bolgede yogunlastigi
gozlenmektedir (Raines, 2012). Bu sonu¢ aroma analizi sonuglari ile birlikte
degerlendirildiginde BBA, CBA, BCA ve CCA orneklerinin panelistler tarafindan daha
yogun sekilde meyvemsi ve keskin olarak tanimlanmasinin propanoik asit, pentanoik asit
2-hidroksi etil ester, hekzanoik asit etil ester gibi aromatik bilesenlerin bu ekstraksiyon
kosullarinda daha basarili sekilde ekstrakte edilebildiginden kaynaklandigini duyusal
acidan dogrulamaktadir. Sekil 4.33’te oOzellikle 300 bar basingta elde edilen
ekstraktlarinin duyusal deseninin Ezine peynirinin duyusal desenine benzer oldugu
gorilmektedir. Ancak, tiim ekstraktlar i¢cin duyusal desenin Ezine peynirine kiyasla daha
az yogun oldugu gozlenmektedir. Ekstraktlar arasinda ise AAA, CAA ekstraktlarinin
deseninin farkli olmas1 PCA sonuglarini dogrulmaktadir. Ayrica, meyvemsi, keskin ve
okside tanimlayicilarinin puanlarinin digerlerine kiyasla daha yiiksek oldugu ve

orneklerin bu eksenlerde yogunlastigi goriilmektedir.

88



Okside

Kremamsi ——EMP EZINE P.
— XXX
YXX

—7ZXX

Hayvansal koku Whey aromasi

—XYX
YYX
—7ZYX

—XZX

Meyvemsi Ransit

—VYZX
—7ZX

Keskin Tereyagimsi

Sekil 4.35. EMP Ezine Peyniri ve EMP Ezine peynirinin ekstraksiyonu sonucu elde

edilen ekstraktlarin duyusal analiz sonucu 6riimcek grafigi.
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Sekil 4.36. EMP Ezine peyniri ve ekstraktlarinin duyusal analiz sonucuna ait PCA bi-plot
grafigi.

EMP Ezine peyniri ve EMP Ezine peynirinin farkli kosullarda gerceklestirilen
ekstraksiyonlarindan elde edilen ekstraklar i¢in yapilan duyusal degerlendirme

sonuglarinin 6riimcek grafigi Sekil 4.35°te verilmistir. Ayrica, Sekil 4.36’da EMP Ezine
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peyniri ve ekstraktlarinin duyusal degerlendirmesine ait PC 1 %73.40 ve PC 2 %15.66
oranda elde edilen bi-plot PCA grafigi verilmistir. EMP Ezine peyniri ekstraktlarinin
duyusal tanimlayicilar bazinda PC 1’e gore %73.40 oranda EMP Ezine peynirinden
ayrildigr saptanmistir. Ayn1 zamanda, ekstraktlar iginde PC 2’ye goére %15.66 oranda

basing parametresinin degisimine bagli olarak ayrim gerceklesmektedir.

EMP Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlarindan XXX o6rnegi 35 °C’de 100 bar
basingta elde edilen edilmistir. XXX 6rneginin panelistler tarafindan diger ekstraktlara
kiyasla en az oranda okside en fazla oranda ise meyvemsi olarak tanimlandig
gorulmektedir. Bu sonug¢ aroma analizi ile birlikte incelendiginde Sekil 4.31°de 100 bar
basingta elde edilen ekstraktlarin digerinden ayrildigi ve bunlar i¢cinde de XXX 6rneginin
farklilik gosterdigi goriilmektedir. Ve bu 0rnegin grafik hekzanal ve pentanoik asit 2-
metil-metil ester ile ayn1 bolgede bulundugu saptanmustir. Ornegin yag asitlerince daha
az zengin olmasi panelistler tarafindan okside olarak algilanmamasina, yag asidi
esterlerince zengin olmasi ise meyvemsi tanimlayicist ile yiiksek puanda tanimlanmasina
neden oldugu aroma sonuglariyla dogrulanmaktadir. Ayrica Sekil 4.31°de XYX ve YYX
orneklerinin oktanal, 2-nonanal, 2-heptanal baslica olmak iizere aldehitlere ve biitanoik
asit (tatlimsi/peynirimsi), dekanoik asit (peynir/ke¢imsi) gibi yag asitlerine gére ayrim
gozlenmektedir. Bu Orneklerin panelistler tarafindan yogun olarak okside ve keskin
olarak tanimlanmustir. Sekil 4.31°de ZZX ve XZX ornekleri ise 2-nonanon, 2-undekanon,
hekzanoik asit etil ester ve biitanoik asit 1-metil propil ester gibi ketonlar ve yag asidi
esterleri ile yogun olarak aymi bolgede ayrim gostermektedir. Bu orneklerin duyusal
analizinde panelistler tarafindan yliksek oranda meyvemsi olarak tanimlanmasi aroma
socuclart ile duyusal analiz sonuglarinin uyumlu oldugunu gostermektedir. Sekil 4.35°te
EMP Ezine peynirinin duyusal agidan meyvemsi, keskin, tereyagimsi tanimlayicilart
acisindan yiiksek puan aldigi goriilmektedir. Ekstraktlar kendi iginde benzer desen
gostermekle birlikte, yogunlukla meyvemsi, keskin, tereyagimsi, okside ve hayvansal
koku gibi tanimlayicilar agisindan EMP Ezine peynirine kiyasla daha yogun olmasi
ekstraktlarin aroma agisindan peynire kiyasla daha konsantre oldugunu gostermektedir.
Ayn1 zamanda, EMP Ezine peynirine kiyasla ekstraktlarin okside tanimlayicisinda daha
yogun sekilde gruplasmasmin ekstraktlarda serbest yag asitlerinin yogun olarak

bulunmasinin duyusal karsilig1 oldugu yorumu yapilmaistir.
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5. YORUM

Klasik peynirlerin gida ingrediyeni olarak kullanildig1 miktarda peynir tat ve kokusunun
yeterince kuvvetli olmamasi veya klasik peynirinin olgunlagsma siirecinin devam etmesine
bagli olarak aromanin kararsiz olmasi gibi smirlamalardan otiirii enzim teknolojisi
yoluyla, klasik peynirin aromasina kiyasla ¢ok daha yogun peynir aromasi igeren, yiksek
verimle ve daha ekonomik yollarla peynir aromasi saglayan, maliyet agisindan avantajli,
peynir tat-kokusunun istenilen {irtine yonelik igerikte hazirlandigt EMP’nin
gelistirilmesine neden olmus ve konsantre peynir aromasi saglayan ingrediyenler olarak
kullanim1 yaygilasmistir. Ancak, artan arz ve talep dengesi diisiintildiigiinde daha genis
bir pazar hacmine peynir aromasini yiikksek verimle sunabilmek ve kullanimda sikca
karsilasilan yanma, ransit tat gibi kusurlarin giderilmesini saglayabilmek i¢in yag bazinda
konsantre peynir aromasini liretmek i¢in hizli ve etkili yeni yontemlerin gelistirilmesi

ihtiyact dogmaktadir.

Bu nedenle, tez kapsaminda avantajli bir ekstraksiyon metodu olan Siperkritik
Karbondioksit Ekstraksiyonu (SC-CO3) kullanilarak EMP Ezine peynirinden konsantre
peynir aromasi elde edilmistir. Bu ama¢ dogrultusunda EMP Ezine peynirinden elde
edilen ekstraktlar klasik Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlara kiyasla incelenmistir.
Ayrica, tez kapsaminda SC-CO: ekstraksiyon verimini dogrudan etkileyen sicaklik,
basing ve yardimci ¢oziicii derisimi parametrelerinin ekstraksiyona olan etkilerininin
incelenmesi ve maksimum verimin saglandigi ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi

amaclanmustir.

Bu caligmada, ekstraksiyon prosesi iki yonden degerlendirilmistir. Bunlardan ilki
hammaddenin ekstraksiyon dncesi ve sonrasi (pelet) kimyasal bilesiminin, serbest yag
asidi ve ugucu bilesik iceriginin ortaya konulmasidir. Calismanin diger asamasi ise elde
edilen {irlin yani ekstraktin amaclanan nitelikte olup olmadiginin ortaya konulmasidir. Bu
amagcla, ekstraktlarda DSC ile termal analiz, ugucu bilesik analizi (GC-MC-SPME), yag
asidi analizi ve duyusal analiz yapilmistir. Ekstraktlar kendi iginde ekstraksiyon
parametreleri agisindan degerlendirildigi gibi peynir cinsi acisindan da birbirine kiyasla

incelenmistir.
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Bu tez caligmasi kapsaminda elde edilen sonuglar konuyla ilgili literatiir bilgileri ile

birlikte degerlendirildiginde elde edilen sonug, yorum ve oneriler asagida 6zetlenmistir:

Peletlerde % kuru maddede yag sonuclar1 peynire kiyasla % degisimin hesaplanmasi
amactyla analiz edilmistir. Elde edilen verilere gore Ezine peynirinde maksimum % 80.40
yag degisimi gdzlenmistir. EMP Ezine peynirinde ise maksimum yag degisimi % 34 ile
smirli kalmistir. Peynirler arasi bu farklihigin goériilmesi peynirlerin baslangi¢ yag
miktarlarinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Baslangi¢ yag miktar1 % 44.78 (kuru
maddede) olan klasik Ezine peynirinde ekstraksiyon prosesinde trigliserit eksraksiyonu
fazlayken, yag miktar1 % 29.53 (kuru maddede) olan EMP Ezine peynirinde ugucu

bilesen ve yag asidi ekstraksiyonu daha fazladir.

Peletlerde pH degerinde genelde bir azalma tespit edilmistir. Peletlerde pH'nin diisiis
gostermesi CO; ekstraksiyon sirasinda bir miktar karbonik aside doniismesi ve artan asit

miktarina bagl olarak gergeklesmistir ve beklenilen sonugtur (Combs ve ark., 1996).

Peletlerde olgunlasma indeksi ve toplam serbest aminoasit konsantrasyonu sonuglari
acisindan her iki peynir de benzer davranis gostermektedir. Hem olgunlagma indeksi
degerleri hem de toplam serbest amino asit konsantrasyonu peletlerde artis
gostermektedir. Toplam serbest aminoasit kosanstrasyonu klasik Ezine peyniri i¢in 9.04
mg l6sin/g peynirken, peletlerinde 11.53-14.53 mg l6sin/g peynir; EMP Ezine peyniri icin
4.53 mg 16sin/g peynirken peletlerinde 4.45-7.65 mg 16sin/g peynir araliginda degisim
gostermektedir. Gozlemlenen bu artis pelette yag miktarinin azalmasina bagl olarak
aminoasit konsantrasyonunun goérece olarak arttigini1 géstermektedir ve % protein degeri
sonuglariyla da uyumlu bulunmustur. Klasik Ezine peyniri i¢in pH 4.6’da ¢oziiniir azot
bazinda olgunlasma indeksi % 34; EMP Ezine peyniri i¢inse % 27.50 olarak saptanmistir
(Sekil 4.4). ACA, BCA ve CCA peletlerinde ayni1 basing degerinde sicakligin artmasina
bagli olarak olgunlasma indeksi % 39.68, % 33.07, % 32.94 olmak iizere dogrusal bir
sekilde azalmaktadir. Bu azalma, ekstraksiyon kosullart agisindan artan sicaklikta yag
ekstraksiyon veriminin artmasina bagli olarak pH 4.6’da ¢6ziiniir azot miktarimnin goreceli

artis gostermesinden kaynaklanmaktadir.

Klasik Ezine peyniri ve EMP Ezine peynirinin i¢erdigi toplam serbest yag asidi miktart,
10,044.3 mg/kg peynir ve 26,909.8 mg/kg peynir olarak saptanmistir (Cizelge 4.3). Ezine

peynirinin peletleri acisidan toplam serbest yag asidi sonuglari incelendiginde CCA
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(55 °C, 300 bar, % 0 etanol konsantrasyonu) 6rneginde 2035.6 mg/kg peynir ile yag asidi
miktarinda % 79.7 oraninda bir azalma gozlenmektedir. Diger peletler ile birlikte
incelendiginde ekstraksiyon proses kosullar1 agisindan yiiksek sicaklik ve basing
degerlerinin ekstraksiyon verimini artirdigi yorumu yapilmistir. Yag asitleri bazinda
kendi i¢inde degerlendirildiginde ise kisa zincirli yag asitlerinin (butirik asit (Cao),
kaproik asit (Ce:0) ve kaprilik asit (Cs:0) ) ekstraksiyon veriminin % 64.50 (CAA 6rnegi
icin) ile % 88.12 (CCA 6rnegi igin) arasinda degistigi, kaprik asit (C1o:0) i¢in ekstraksiyon
veriminin maksimum degerinin % 93.64 oldugu gozlenmektedir. Klasik Ezine
peynirinden etanolll ekstraksiyonlarda ise % 4 etanol konsantrasyonunda toplam serbest
yag asidi miktar1t ABB 6rneginde minimum 2318.9 mg/kg peynire diiserken % 8 etanol
konsantrasyonunda ise CCC orneginde serbest yag asidi konsantrasyonu 964.8 mg/kg

peynire kadar diigmiistiir.

Calisma kapsaminda elde edilmesi hedeflenen iirlin olarak ekstraktlardaki mevcut

durumun ortaya konulmasi amaciyla yapilan analizlerin sonuglarina bakildiginda:

Ekstraktlarin termal davraniginin ortaya konuldugu DSC analizi sonuglarina gore klasik
Ezine peynirinin ekstraktlar1 icerdikleri trigliserit miktari nedeniyle aygi¢ek yagimnin
ekzoterm ve endotermlerine kiyasla daha fazla sayida pikler ve piklerde aciklanamayan
omuzlanmalar gostermektedir (Sekil 4.24, Sekil 4.25). Ayrica, ekstraktlar kendi iginde
degerlendirildiginde klasik Ezine peyniri ekstraktlarinda basing artisina bagli olarak
trigliserit miktarinin artis gosterdigi tespit edilmistir. 55 °C, 300 bar ve % 0 etanol
ekstraktinda (CCA) kristalizasyonun basladigt Tonset sicakligi 4.38 °C’ye yiikselmistir.
CCA orneginde artan trigliserit miktarina bagli olarak son erime sicakliginin maksimum
noktasinda 24.06 °C’ye kadar yiikseldigi gézlenmektedir (Cizelge 4.10). EMP Ezine
peynirinin ekstraktlar1 ise smirh trigliserit ekstraksiyonu oldugu sonucunu dogrular
sekilde daha az sayida pik ve daha diisik erime ve Kristalizasyon sicaklig
gostermektedir. EMP Ezine peynirinde ise 35 °C, 300 bar ve % 0 etanol ekstraktinda
(XZX) kristalizasyonun bagladigt Tonset sicakligi -6.65 °C’ye yiikselmistir. 55 °C, 200 bar
ve % 0 etanol ekstraktinda (ZYX) son erime sicakliginin maksimum noktasinda -0.60
°C’ye kadar yiikseldigi gozlenmektedir (Cizelge 4.11). DSC verilerinden yola ¢ikarak
klasik Ezine peyniri ve EMP Ezine peynirinde yag ve aroma ekstraksiyonunun bilesimsel
olarak farklilik gosterdigi ve bu sonuglarin yag analizi ve serbest yag asidi sonuglarini

destekledigi yorumu yapilabilir. Bununla birlikte, hem aycicek yagi hem de siit yagi elde
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edilen veriler literatiir ile uyumlu bulunmustur. Ileri calismalar i¢in elde edilen bu veriler
ekstraktlarin iirtine donistiriilmesi asamasinda termal stabilite, oksidatif bozulmanin

Onlenmesi ve raf dmrii ¢aligmalar icin bir altyap1 olusturacaktir.

Ekstraktlarda titrimetrik yontemle yapilan serbest yag asidi analizi sonuglarina gore
klasik Ezine peyniri ekstraktlari igin en yiiksek asit sayis1 2603.4 mg KOH/kg ekstrakt ve
EMP Ezine peyniri igin en yiiksek asit sayis1 6287.1 ile 55 °C, 300 bar ve % 0 etanol
konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyondan elde edilmistir. Her iki peynir 6rneginde de
maksimum serbest yag asidi miktarinin elde edildigi ekstraksiyon kosullari ile 55 °C, 100
bar ve % 0 etanol konsantrasyonu olarak saptanmistir. EMP Ezine peynirinden elde
edilen ekstraktlarda serbest yag asidi miktarinin Klasik Ezine peynirine kiyasla yaklasik
2.5 kat daha fazladir. Bu sonug, hem EMP Ezine peynirinin aroma igeriginden hem de bu
ornekte ekstraksiyon veriminin daha yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu durum,
EMP Ezine peynirinin konsantre peynir aromasi eldesinde klasik Ezine peynirine kiyasla
Ustlinliiglinii ve lretimde sagladigi avantaji gostermektedir. Bu nedenle, EMP Ezine
peynirinin ekstraktlarinin asit sayis1 degerleri ¢ikti degeri olarak kabul edilmek iizere bu
orneklerde proses parametrelerinin optimizasyonu amaciyla Cevap Yiizey Metodu
uygulanmistir. Elde edilen model denklemine gore etanol konsantrasyonunun
ekstraksiyon verimi Uzerine etkisinin (p<0.05) 6nemli oldugu saptanmigtir. Parametreler
aras1 iligkiler incelendiginde ise basin¢*etanol etkilesiminin basing artist ve etanol
konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak ekstraksiyon verimini artirdigi yorumu
yapilmistir (Sekil 4.19). Optimizasyon sonucu elde edilen yiizey grafiginde de
goriilebilecegi tizere (Sekil 4.20) ekstraksiyon veriminin maksimum oldugu kosullarin 55

°C, 300 bar ve % 0 etanol konsantrasyonu oldugu saptanmistir (Sekil 4.21).

Ekstraktlarda peletlere ve hammaddeye kiyasla ugucu bilesik analizi sonuglari
incelendiginde hem klasik Ezine peynirinde hem de EMP Ezine peynirinde, hammadde,
pelet ve ekstraktlarin ugucu bilesik bazinda birbirinden keskin bir bi¢imde ayrildig:
gozlenmistir (Sekil 4.28, Sekil 4.29). Bu durum ugucu bilesik ekstraksiyonunun etkin
bicimde gergeklestigini gostermektedir. Klasik Ezine peynirinden elde edilen
ekstraktlarda PC 1’e gore % 54.55 oraninda basing parametresi bazinda ayrim gosterdigi
gozlenmektedir. EMP Ezine peyniri ekstraktlarinin ugucu bilesikler bazinda ayrimi PC
2’ye gore ayrim gergeklesmistir. 200 bar ekstraktlarinin PC 2’ye gore heptanal, oktanal,
2-nonanal gibi aldehitler; bitanoik asit, oktanoik asit, heptanoik asit gibi kisa ve orta
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zincirli yag asitleri bazinda ayrim gostermektedir. 300 bar ekstraktlarinda ise PC 2’ye
gore dekanoik asit etil ester, butanoik asir 1-metil propil ester gibi yag asitleri esterleri ve
2-undekanon, 2-nonanon gibi ketonlar bazinda ayrim saglandigi gozlenmistir (Sekil
4.31.). EMP Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlarin ugucu bilesik analizi sonuglar
Ezine peynirine kiyasla degerlendirildiginde ise ekstraktlarin PC 1’e gére % 58.52 oranda
ucucu bilesik bazinda ayrim gosterdigi saptanmistir. Ayrim Ezine peyniri ekstraklari i¢in
yag asidi esterleri (biitanoik asit, pentil ester, propanoik asit, 2-hidroksi,etilester) ve
aldehitler (2-nonenal, 2-oktenal, 2-nonenal) bazinda ayrim saglanirken, EMP Ezine
peyniri i¢in yag asitleri bazinda (heptanoik asit, oktanoik asit, biitanoik asit) ayrim
gerceklesmistir. (Sekil 4.32). Hammadde cinsine gore incelendiginde ise EMP Ezine
peyniri ekstraktlart igin PC 2’ye gore kisa ve uzun zincirli yag asitleri bazinda ayrim
gozlenmektedir. Ezine peyniri ekstraktlarinda ise PC 2’ye gore alkoller, aldehitler ve yag
asidi esterleri bazinda ayrim gdzlenmektedir. Ornegin, YXX ve ZXX érnekleri 100 bar
45 ve 55 °C ekstraksiyonlarini temsil etmektedir ve bu 6rneklerin kisa zincirli yag asitleri
bazinda PC 2’ye gore ayrildigi gozlenmektedir (Sekil 4.32). Bu bilgiler 1s18inda elde
edilmesi istenen konsantre aroma igerigi ve ucucu bilesik yogunluguna gore farkli proses

parametrelerinin uygulanabilecegi goriilmektedir.

Ekstraktlarda yapilan duyusal analiz sonuglarina gore Klasik Ezine ekstraktlar1 PC 1‘e
gore % 69.79 duyusal tanimlayicilar agisindan Ezine peynirinden ayrilmistir. Bununla
birlikte ekstraktlarin kendi i¢inde ekstraksiyon kosullarina gore ayrimi PC 2’ye gore
% 16.18 oranda ger¢ceklesmektedir. Yiiksek basingta elde edilen ekstraktlarin Ezine
peyniri ile ayni bolgede ayrilmast CCA, ACA Orneklerinin duyusal nitelik acisindan
hammaddeyle benzer oldugunu gostermektedir. Bu durum artan sicaklik ve basincin
aroma ekstraksiyon verimini artirdigi sonucunu dogrulamaktadir (Sekil 4.34). EMP Ezine
peyniri ekstraktlarinin PC 1’e gore % 73.40 oranda duyusal tanimlayicilar bazinda
hammaddeden ayrildig1 gézlenmistir. Bununla birlikte ekstraktlar icinde PC 2’ye gore %
15.66 oranda basing parametresinin degisimine bagli olarak ayrim gergeklesmektedir. Iki
peynirin ekstraktlart kiyaslandiginda ise Ezine peynirinin duyusal skoru tiim
peletlerinden daha yuksektir. Bu durumun Ezine peynirinden aroma ekstraksiyonu
gerceklestirilmis olsa da bunun konsantre formda olmadig1 goriilmektedir. EMP Ezine
peynirinin duyusal skoru 9 duyusal tanimlayicinin 3’i disinda kalan tiim tanimlayicilarda

ekstraktlarinkinden daha diisiiktiir. Bu durum elde edilen ekstraktin hammaddeden daha
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yogun formda konsantre aroma eldesinin SC-CO2 metoduyla gergeklestirilebildigini

gOstermektedir.

Sonug¢ olarak tez kapsaminda elde edilen tim bu veriler dogrultusunda Slperkritik
karbondioksit ekstraksiyon metodu kullanilarak EMP Ezine peynirinden konsantre peynir
aromasi elde edilebilecegi ortaya konmustur. Ekstraksiyon kosullart maksimum toplam
serbest yag asidi miktar1 i¢in optimize edilmistir. Boylelikle konsantre aroma eldesi igin
istenilen c¢iktt degerine gore ekstraksiyon kosullarimin revize edilebilecegi tespit
edilmistir. Ekstraksiyon verimi iizerine birincil etkinin basing tarafindan daha sonra
sicaklik ve etanol konsantrasyonu tarafindan gergeklestigi ortaya konulmustur. Her iki
peynir icin de etanolsiiz ekstraksiyonlarin yiiksek basing ve sicaklikta verimi artirdigi
gozlenmistir. Calismada kullanilan numuneler ile elde edilen pelet ve ekstraktlar hava
almayacak sekilde azot gazi altinda cam viallere alinmistir. Bu 6rnekler -80 °C’de

saklanmakta olup gerek duyulmasi halinde dlglimler/tekrarlar alinabilecektir.
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EK 1. Ezine peyniri ve ekstraktlarinin duyusal degerlendirme tablosu

EKLER

1

10

Ornek Kodu:

Ezine Peyniri

BAA

CAA

ABA

BBA

CBA

ACA

BCA

CCA

Aroma

12345

12345

12345

12345

12345

12345

12345

12345

12345

12345

Okside

Kremamsi

Whey aromasi

Ransit

Tereyagimsi

Keskin

Meyvemsi

Hayvansal koku

Eksgi

EK 2. EMP Ezine peyniri ve ekstraktlarinin duyusal degerlendirme tablosu

1

10

&mek Kodu:

EMP Ezine Peyniri

XXX

YXX

ZXXK

XYX

YYX

ZYX

XZXKT

YZX

ZZX

Puan
Aroma

12345

12345

12345

12345

12345

12345

12345

12345

12345

12345

Okside

Kremamsi

Whey aromasi

Ransit

Tereyagimsi

Keskin

Meyvemsi

Hayvansal koku

Ekgl
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EK 3. EMP Ezine peynirinde ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonuna ait istatiksel
tablolar ve model denklemi

Box-Behnken Design

Design Summary

Factors: 3 Replicatas: 1
Base runs: 16 Total runs: 16
Base blocks: 1 Total blocks: 1

Center points: 4

Design Table (randomized)

Run Bk A B C
1 1 o o0 0
2 1 1 0 -
3 01 -1 -1 0
4 1 1 0 1
3 1 1 o1
6 1 1 1 0
7 1 o 1 1
8 1 1 1 4]
a 1 o -1 1

10 1 -1 1 0
11 1 o o0 0
12 1 o 0 0
13 1 o 1 -1
14 1 -1 0 -1
15 1 o o0 0
16 1 o -1 -1
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Response Surface Regression: y versus Sicaklik; Basing; Etanol

Analysis of Variance
Source DF AdiSs AdiMS F-value  P-Value

Mocdel 2 6084315 676035 215 0182
Linear 3 29704982 13224918 4.20 0,064
Sicakhk 1 587257 587257 1,87 0221
Basing 1 259236 2539236 082 (0,399
Etanol 1 3124000 3124000 Q.92 Q020
Sguare 3 10546632 351554 1,12 0412
Sicakhkrsicakhk 1 62876 62876 020 0671
Basing*Basing 1 307859 307859 098 0,361
Etanol*Etanal 1 683929 633929 217 0191
2-Way Interaction 3 1059159 353053 1,12 0412
Sicaklik*Basing 1 12111 12111 00 0,851
Sicaklik*Etanal 1 50445 50445 016 0,703
Basing*Etanol 1 226603 006603 3.17 0125
Error 6 18883592 314765
Lack-of-Fit 3 17003551 S66850 Q.04 0,052
Pure Error 3 188041 62680
Total 15 7972908

Model Summary

s R-sgq  R-sgladjy  R-sg{pred)
561,040 76,31%  40.78% 0.00%

Coded Coefficients

Terrm Coef SE Coef T-vValug P-Value  WIF
Constant 3102 281 11,06 0000

Sicaklik 271 198 1,37 0221 1,00
Bazing 180 198 091 0,399 1,00
Etanol -625 198 -315 0020 1,00
Sicakhk*sicakhk  -125 281 -045 0671 1,00
Bazing*Basing 277 281 099 Q361 1,00
Etanol*Etanol -413 281 -147 0191 1,00
Sicakhle*Basing 55 281 020 0851 1,00
Sicakhk*Etanal -112 281 -040 0703 1,00
Basing*Etanol -400 281 -1,78 Q125 1,00

Regression Equation in Uncoded Units

y = -703 + 140 Sicaklik - 6,8 Basing + 426 Etanol - 1,25 Sicaklk*Sicaklik
+ 0,0277 Basing*Basing - 25,8 Etanol*Etanol + 0,055 Sicakhk*Basing
- 2,81 51cakhk*Etanol - 1,248 Basing*Etanol

Fits and Diagnostics for Unusual Observations

Ohbs ¥ Fit Resid StdResid
6 4184 3572 293 211 R
71187 1780 -393 2,11 R

R Large residual
Effects Plot for y

Effects Pareto fory
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Response Surface Regression: y versus Sicaklik; Basing; Etanol

Analysis of Variance
Source DF Adiss AdiMS F-Value  P-Value

Maodel 2 6084315 676035 2,15 0182
Linear 3 29704082 1322498 4,20 0,064
Sicakhk 1 587257 587257 1,87 0221
Basing 1 259236 239236 082 (0,399
Etanol 1 3124000 3124000 Q.92 Q020
Sguare 3 1054662 351554 1,12 0412
Sicakhkrsicakik 1 62876 62876 0,20 0671
Baszing*Basing 1 307859 307859 0,98 0,361
Etanol*Etanal 1 633929 633929 217 0191
2-Way Interaction 3 1059159 353053 1,12 0412
Sicaklik*Basing 1 12111 12111 004 0,851
Sicaklik*Etanal 1 50445 50445 016 0,703
Basing*Etanol 1 206603 026603 3,17 0125
Errar 6 18883592 314765
Lack-of-Fit 31700551 S66850 Q,04 0,052
Pure Error 3 188041 62680
Total 13 7972908

Model Summary

5 R-sg  R-sgladj) R-sqipred)
561,040 76,31%  4075% 0,00%

Coded Coefficients

Termm Coef SE Coef T-valug P-Value  WIF
Constant 3102 281 11,06 0000

Sicaklik 271 198 1,37 0221 1,00
Basing 180 198 0,91 0,399 1,00
Etanol -625 198 -315 0020 1,00
Sicakhlesicakhl  -125 281 -045 0671 1,00
Basing*Basing 277 281 Qo9 0361 1,00
Etanol*Etanol -413 2a1 -147 0191 1,00
SicakhleBasing 55 281 020 0851 1,00
Sicakhlk*Etanaol -112 281 -040 0703 1,00
Basing*Etanal -409 281 -1,78 0125 1,00

Regression Equation in Uncoded Units

¥ = -703 + 140 Sicaklik - 6,8 Basing + 426 Etanaol - 1,25 Sicaklk*sicaklik
+ 0,0277 Basing*Basing - 25,8 EtanolEtanol + 0,055 Sicaklk*Basing
- 2,81 5icaklik*Etanol - 1,248 Basing*Etanol

Fits and Diagnostics for Unusual Observations

Obs ¥ Fit Resid S5td Resid
6 41g4 3572 383 211 R
71187 1780 -393 211 R

R Large residual
Effects Pareto fory

Mormplot of Residuals for y
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EK 4A. Ezine peynirinden elde edilen ekstraktl

arin temel bilesim analizine ait bi-plot

grafigi
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EK 4B. Ezine peyniri, Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlar ve peletlerin temel
bilesim analizine ait bi-plot grafigi
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EK 5A. EMP Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlarin temel bilesim analizine ait bi-

o
plot grafigi
Variables/Loadings Plot for PCA_SONVERI.xlIsx
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EK 5B. Ezine peyniri, Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlar

bilesim analizine ait bi-plot grafigi
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EK 6. Ezine peyniri ve EMP Ezine peynirinden elde edilen ekstraktlarin ait temel bilesim

analizine ait bi-plot grafigi
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EK 7A. Ezine peynirinde asit sayis1 (mg KOH/kg ekstrakt) icin % etanol

konsantrasyonunun degisimine gore ylizey grafikleri.
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EK 7B. Ezine peynirinde asit sayisi i¢in (mg KOH/kg ekstrakt) i¢in optimizasyon grafigi

Optimal Sicaklk Basinc Etanol

D: 1.000 High 55,0 300,0 8,0
o Cur [55,0] [300,0] [7,6768]

Predict Low 35,0 100,0 0,0

y
Maximum
y = 2378,6434
d = 1,0000
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EK 8. Ezine peynirinde ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonuna ait istatiksel tablolar

ve model denklemi

Box-Behnken Design

Design Summary

Factors: 3 Replicates: 1
Base runs: 16 Total runs: 16
Base blocks: 1 Total hlocks: 1

Center points: 4

Design Table (randomized)

Run Blk A B
1 1 o o o
2 1 1 -1 0
3 1 o 1 1
4 1 1 1 0
3 1 o o o
[ 1 o -1 1
7 1 0 0 0
a 1 -1 o -1
a 1 -1 1 0
10 1 o 1 -1
11 1 1 o 1
12 1 -1 -1 0
13 1 -1 o 1
14 1 1 o -1
13 1 o -1 -1
16 1 o o o
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Response Surface Regression: y versus Sicaklik; Basinc; Etanol

Analysis of Variance
Source DF Adiss AdiMS F-Value  P-Value

Maodel Q4473258 497029 6,59 0016
Linear 3 24275354 1142518 13,16 0,002
Sicakhk 1 7076 7076 Q.09 Q770
Basinc 1 1521246 15321246 20,18 0,004
Etanol 1 1899232 1899232 25,20 Q002
Sguare E 342822 114274 1,52 0,304
Sicakhkrsicakik 1 1447 1447 002 0,894
Basinc*Basinc 1 208330 208330 2,76 0147
Etanol*Etanal 1 133044 133044 1,77 0232
2-Way Interaction 3 702882 234294 3,11 110
Sicaklik*Bazine 1 340448 3404447 4,52 0,074
Sicaklik*Etanal 1 58749 58749 078 0411
Baszinc*Etanal 1 303686 303686 4,03 Q092
Errar 6 452268 75378
Lack-of-Fit 3 445109 148370 62,18 0,002
Pure Error 3 7159 2386
Total 13 4923526

Model Summary

5 R-sg  R-sgladj) R-sqipred)
274551 0082%  TR.04% 0,00%

Coded Coefficients

Termm Coef SE Coef T-valug P-Value  WIF
Constant 1678 137 12,23 Q000

Sicaklik 29,7 97,1 031 0770 1,00
Basing 436.1 971 4,49 0004 1,00
Etanol 4872 97,1 502 0002 1,00
SicakhleSicakhl 19 137 014 0894 1,00
Basinc*Basing -228 137 -1,66 Q147 1,00
Etanol*Etanol -1az2 137 -1,33 0232 1,00
SicakhlkBasing 29z 137 213 0078 1,00
Sicakhlk*Etanaol 121 137 088 0411 1,00
Basinc*Etanol =276 137 =201 Qo092 1,00

Regression Equation in Uncoded Units

¥y = 2005 -85 Sicakhk + 3,12 Bazine + 214 Etanal + 0,19 Sicaklik*Sicakhk
- 0.0228 Basinc*Basing - 11,40 Etanol*Etanol + 0,292 Sicaklik*Basing
+ 3,03 Sicaklik*Etanol - 0,689 Bazsinc*Etanol

Fits and Diagnostics for Unusual Observations

Obs ¥ Fit Resid S5td Resid
2 483 ¥ -278 -203 R
3 1882 1584 278 203 R

R Large residual
Effects Pareto fory

Mormplot of Residuals for y
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