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OZET

OKSIDASYON-REDUKSIYON POTANSIYELININ ULTRAFILTRE
BEYAZ PEYNIRIN OLGUNLASMA SURECI UZERINE ETKISI

Tugba BULAT
Doktora, Gida Miihendisligi Bolimii
Tez Damismani: Dog. Dr. Ali TOPCU
Ocak 2017, 197 sayfa

Oksidasyon rediiksiyon (redoks) potansiyeli, kimyasal veya biyokimyasal sistemlerin
yiikseltgenme veya indirgenme egilimlerini belirleyen Onemli bir fizikokimyasal
parametredir. Hiicre i¢i ve hiicre disi1 redoks potansiyelinin degistirilmesi biyokimyasal
reaksiyonlart ve dolayisiyla fermente iriinlerin  kalitesini Onemli  diizeyde

etkileyebilmektedir.

Bu ¢alismanin amaci, redoks potansiyelinin ultrafiltre (UF) beyaz peynirin olgunlagma
karakteristikleri tzerindeki etkisini belirlemektir. Calismanin ilk asamasinda, Starter
laktokok suslarmin siitii indirgeme aktivitelerinin ve asidifikasyon hizlarinin birbirinden
farkl1 oldugu belirlenmistir. Ikinci asamada, redoks potansiyelinin aminoasit katabolizmasi
tizerindeki etkisini belirlemek ic¢in, bu suslar tarafindan kontrol, indirgenmis ve
yiikseltgenmis model sistemlerde gergeklestirilen fenilalanin, metiyonin, triptofan ve 16sin
katabolizmas1 sonucu iiretilen ucucu bilesikler saptanmustir. Uretilen ugucu bilesiklerin
tiirliinlin ve konsantrasyonunun, aminoasitin ¢esidine, laktokok susuna ve ortamin redoks
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potansiyeline gore degistigi belirlenmistir.

Ucgiincii asamada, gesitli redoks ajanlarinin fermente siitiin redoks potansiyeli ve pH’si

iizerindeki etkisi belirlenmistir. indirgen ajan olarak, sodyum hidrosiilfit, ditiyotreitol,



sistein, askorbik asit ve heksoz oksidaz kullanilmistir. Yiikseltgen ajan olarak ise potasyum
iyodat ve potasyum ferrisiyanit kullanilmistir. Siitlin baglangi¢ pH’s1, fermantasyon
sonundaki pH’s1, pH’nin diisme hizi, baslangic redoks potansiyeli ve fermantasyon
sonundaki redoks potansiyeli géz oniinde bulundurularak peynir iiretiminde indirgen ajan
olarak sodyum hidrosiilfit (Na;H,O4) ve yiikseltgen ajan olarak potasyum iyodat (K1Os3)

kullanilmasina karar verilmistir.

Peynir {retiminde kullanilacak olan sodyum hidrosiilfitin ve potasyum iyodatin
konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in yagi azaltilmis UF siit kullanilarak optimizasyon
caligmas1 gergeklestirilmistir. Bu redoks ajanlarinin konsantrasyonunun artmasi pH
diisiisiinii olumsuz etkilemesinin yani sira kullanilan starter kiiltiirlerin canliligmi da
olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle, peynir iiretiminde indirgen ajan olarak kullanilan
sodyum hidrosiilfitin % 0.01 (a/a) oraninda UF siite ilave edilmesine karar verilmistir.
Yiikseltgen ajan olarak kullanilan potasyum iyodatin peynir iiretiminde kullanilacak olan
tam yagh UF siite baslangigta % 0.025 (a/a) ve ardindan yeterli pH diisiisii saglandiktan
sonra peynirlere tuz ile birlikte % 0.025 (a/a) ve toplamda % 0.05 (a/a) oraninda ilave

edilmistir.

Calismada kullanilan yag1 azaltilmis UF siitiin redoks potansiyelinin ortalama 125.2+4.8
mV (En, 332.2 mV), tam yagl UF siitiin redoks potansiyelinin ise 146.9+8.3 mV (E;, 353.9

mV) oldugu belirlenmistir.

Doérdiincli asamada, calismanin bu kismina kadar elde edilen veriler géz Oniinde
bulundurularak, calisma kapsaminda kullanilan laktokok suslari icerisinden Lactococcus
lactis subsp. lactis CM41 susu ve Lactococcus lactis subsp. cremoris UD459 suslar1 saf
starter kiiltiir olarak UF beyaz peynir tiretiminde kullanilmak iizere segilmistir. Her bir
kiiltiir i¢in kontrol, indirgenmis ve ylikseltgenmis olmak {izere 3 farkli peynir Uretilmistir.
Lactococcus lactis subsp. lactis CM41 susu ile kontrol 1 (K1), indirgenmis 1 (i1) ve
yiikseltgenmis 1 (Y1) ve Lactococcus lactis subsp. cremoris UD459 susu ile kontrol 2
(K2), indirgenmis 2 (I2) ve yiikseltgenmis 2 (Y2) peynirleri iiretilmistir. Uretilen peynirler
90 giin stireyle olgunlastirilmistir. Olgunlasmanin, 7., 30., 60. ve 90. giinlerinde 6rnekleme
yapilarak, mikrobiyolojik analizler, bilesim analizleri, olgunlasma karakteristiklerini
belirlemeye yonelik analizler (pH 4.6’da ¢oziiniir azot, %12’lik TCA’da ¢6ziiniir azot, RP-
HPLC ile peptit profili, toplam serbest aminoasit, tire-PAGE, SDS-PAGE, serbest yag,

organik asit, ugucu bilesikler), tekstiirel ve duyusal analizler gergeklestirilmistir.



Olgunlasmanin 7. giiniinde K1, i1, Y1, K2, 12 ve Y2 peynirlerinin redoks potansiyellerinin
(ORP degeri olarak), sirasiyla -311.2, -337.4, 164.0, -329.5, -348.4 ve 185.1 mV oldugu
tespit edilmistir. Bilesim analizlerinin sonuglarina gore, yiikseltgenmis peynirlerde (Y1 ve
Y2) ve UD459 susu ile iiretilen indirgenmis peynirde (12) pH’nin 4.9’un altina diismemesi
nedeniyle nem iceriginin yiiksek oldugu, buna bagli olarak bu peynirlerde peyniralti suyu
ayrilmasmin  diisik oldugu ve titrasyon asitliginin diisiik oldugu saptanmistir.
Olgunlasmanin 1. giiniinde K1, i1, Y1, K2, 12 ve Y2 peynirlerinin, sirastyla 9.14, 9.20,
8.30, 8.46, 7.89 ve 7.95 log KOB/mL canli laktokok i¢erdigi saptanmistir. Olgunlasmanin
90. giiniinde ise K1, i1, K2 ve 12 peynirlerinde bulunan canl laktokok sayisinin sirasiyla,
7.34, 5.78, 6.51 ve 7.55 log KOB/mL oldugu belirlenmistir. Ancak, yiikseltgenmis
peynirlerde, olgunlasmanin 60. giinlinden itibaren laktokoklarin canliligint yitirdigi
belirlenmistir. Redoks potansiyelinin laktokoklar tarafindan peynirde gerceklestirilen
proteolizi etkiledigi belirlenmistir. Indirgenmis redoks potansiyeli ile laktokoklarin
peptidolitik aktivitesi arasinda pozitif bir iliski oldugu saptanmustir. Peynirlerin redoks
potansiyellerinin lipoliz tizerinde belirgin bir etkisi saptanmamistir. Organik asit sonuglari
incelendiginde, ozellikle laktik asit {iretiminin ve diger bazi organik asitlerin ortamin
redoks potansiyelinden etkilendigi saptanmistir. Ortamin redoks potansiyelinin peynirde
bulunan ugucu tat-koku bilesiklerinin tiiriinli ve konsantrasyonunu onemli diizeyde
etkiledigi belirlenmistir. Ozellikle yiikseltgenmis redoks potansiyeline sahip peynirlerde
(Y1 ve Y2), badem aromasina sahip olan benzaldehit, 4-metil benzaldehit ve benzonitrilin
yiiksek konsantrasyonda bulundugu saptanmistir. Ayrica, kontrol ve indirgenmis peynirler
duyusal 6zellikleri acisindan, yiikseltgenmis peynirlere gore panelistler tarafindan daha
yiiksek puanlar almistir. Sonug olarak, UF beyaz peynir agisindan, kaliteli bir peynir eldesi

i¢in olgunlagma siiresince diigiik redoks potansiyelinin gerekli oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Oksidasyon rediiksiyon potansiyeli, laktik asit bakterileri, aminoasit

katabolizmasi, ultrafiltre beyaz peynir, proteoliz, lipoliz, ugucu tat-koku bilesikleri



ABSTRACT

THE EFFECT OF OXIDATION-REDUCTION POTENTIAL ON
RIPENING OF ULTRAFILTERED WHITE CHEESE

Tugba BULAT
Doctor of Philosophy, Department of Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ali TOPCU

January 2017, 197 pages

Oxidation—reduction (redox) potential is a fundamental physicochemical parameter that
determines the ability of chemical or biochemical systems to oxidize or reduce. Altering
intracellular and extracellular redox potentials can significantly affect the biochemical

reactions and the quality of fermented products.

The aim of the study was to determine the effect of redox potential on the ripening
characteristics of ultrafiltered (UF) white cheese. In the first step, it was determined that
the reducing activities and the acidification rates of the starter lactococcal strains were
different from each other. In the second step, in order to determine the effect of redox
potential on amino acid catabolism, the volatile compounds produced by the catabolisms of
phenylalanine, methionine, tryptophan and leucine in the control, reduced and oxidized
model systems by these strains were detected. It was determined that the species and
concentration of the volatile compounds varied depending on the amino acid, the
Lactococcus strain and the redox potential of the medium.

In the third step, the effects of various redox agents on the redox potential and pH of the

fermented milk were determined. As reducing agent, sodium hydrosulfite, dithiothreitol,
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cysteine, ascorbic acid, and hexose oxidase were used. Potassium iodate and potassium
ferricyanide were used as oxidizing agent. It was decided to use sodium hydrosulfite
(NaH0,) as the reducing agent and potassium iodate (KIO3) as the oxidizing agent in
the cheese production, considering the initial pH of the milk, the pH at the end of
fermentation, the rate of drop of pH, the initial redox potential, and the redox potential at
the end of fermentation.

Optimization studies were carried out to determine the concentrations of sodium
hydrosulfite and potassium iodate to be used in the cheese production by using reduced fat
ultrafiltered (UF) milk. The increase in the concentration of these redox agents negatively
affects the pH drop, as well as the viability of the starter cultures used. For this reason, it
was decided to addition of 0.01% (w/w) of sodium hydrosulfite as the reducing agent to the
full fat UF milk in the cheese production. As the oxidizing agent potassium iodate was
added to the full fat UF milk (0.05% (w/w) in total) at a ratio of 0.025% (w/w) at the
beginning and then added to the cheese at the ratio of 0.025% (w/w) with salt after the
sufficient pH drop was achieved.

It has been determined that the redox potential of the reduced fat UF milk was 125.2 + 4.8
mV (En, 332.2 mV) and the redox potential of the full fat UF milk was 146.9 + 8.3 mV (Ej,
353.9mV).

In the fourth step, the single strains of Lactococcus lactis subsp. lactis CM41 and
Lactococcus lactis subsp. cremoris UD459 were selected as the starter culture for UF
cheese production, considering the data up to this part of the study. For each culture, three
different cheeses were produced: control, reduced and oxidized. Control I (K1), reduced 1
(11) and oxidized 1 (Y1) cheeses were produced with Lactococcus lactis subsp. lactis
CM41 strain and, control 2 (K2), reduced 2 (12) and oxidized 2 (Y2) were produced with
Lactococcus lactis subsp. cremoris UD459 strain. The produced cheeses were ripened for
90 days. On the 7" 30™ 60" and 90" days of ripening, microbiological analyses,
composition analyses, analyses to determine ripening characteristics (pH 4.6 soluble
nitrogen, 12% TCA soluble nitrogen, peptide profile by RP-HPLC, total free amino acid
content, urea-PAGE, SDS-PAGE, free fatty acid content, organic acids, volatile

compounds), textural and sensory analyses were performed.

On the 7" day of ripening, the redox potentials (as ORP value) of K1, 11, Y1, K2, 12 and
Y2 cheeses were found to be -311.2, -337.4, 164.0, -329.5, -348.4 and 185.1 mV,
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respectively. According to the results of the composition analysis, it was determined that
the moisture content was high in the oxidized cheeses (Y1 and Y2) and the reduced cheese
(12) because the pH did not decrease below 4.9, consequently the whey separation was
high in these cheeses and the titratable acidity was low. On the 1% day of ripening, the K1,
11, Y1, K2, 12 and Y2 cheeses were found to contain 9.14, 9.20, 8.30, 8.46, 7.89 and 7.95
log CFU/mL viable lactococci, respectively. On the 90" day of ripening, the number of
viable lactococci in K1, 11, K2 and 12 cheeses were 7.34, 5.78, 6.51 and 7.55 log CFU/mL,
respectively. However, it was determined that the starter lactococci in the oxidized cheeses
have lost their viability from the 60™ day of the ripening. It was determined that the redox
potential affected the proteolysis by lactococcal strains. It was found that there was a
positive correlation between the reduced redox potential and the peptidolytic activity of
lactococci. The redox potential of the cheeses was found to have no effect on the lipolysis.
When the organic acid results were examined, it was found that particularly the production
of lactic acid and some other organic acids were influenced by the redox potential of the
cheese. It was determined that the redox potential of the medium significantly affected the
variety and concentration of the volatile flavour compounds present in the cheese.
Especially in the cheeses with oxidized redox potential (Y1 and Y2), benzaldehyde, 4-
methyl benzaldehyde and benzonitrile with almond aroma were found to be in high
concentration. In addition, the control and reduced cheeses were rated higher by the
panelists than the oxidized cheeses in terms of their sensory properties. As a result, it has
been determined that low redox potential was required during cheese ripening to obtain a
quality UF white cheese.

Key words: Oxidation reduction potential, lactic acid bacteria, amino acid catabolism,

ultrafiltered white cheese, proteolysis, lipolysis, volatile flavour compounds
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1. GIRIS

Kimyasal ve biyokimyasal sistemlerin elektron kazanma veya kaybetme kapasitesinin
gostergesi olan oksidasyon rediiksiyon (redoks) potansiyeli (ORP, standart hidrojen
referans elektroda karsi diizeltme yapilmigsa Ep olarak kisaltilmaktadir), tipki pH gibi
biyolojik sistemlerin durumunu goésteren bir parametredir [1]. Oksidasyon (yiikseltgenme)
siiresince, elektronlar bir elektron vericisinden bir elektron alicisina aktarilmaktadir.
Ortamin redoks potansiyelinin mikrobiyel gelisimi inhibe ettigi veya gelistirdigi uzun
zamandir bilinmekte ve redoks potansiyelinin fermente siit rlinlerinin kalitesi ve
mikroorganizmalar (starter ve/veya ek kiiltiirler ve starter olmayan laktik asit bakterileri)
tizerindeki etkisinin belirlenmesi son yillarda arastirmacilar tarafindan ilgi gormektedir.
Mikrobiyel kiiltiirler gelisimleri siiresince indirgeyici bir aktivite gostermektedirler.
Bakterilerin redoks potansiyelini degistirme yetenekleri oksijen varliginda gelisebilme
yeteneklerine baglidir. Genellikle, mikroorganizmalarin gelisebildigi Ey araligi, aeroblar
i¢in +500 ile +300 mV, fakiiltatif anaeroblar i¢in +300 ile -100 mV ve anacroblar i¢in
+100 ile -250 mV’dir [2].

Kemosentetik organizmalar olan laktik asit bakterilerinin metabolizmas1 bir dizi
dehidrojenasyon (oksidasyon) ve hidrojenasyon (indirgeme) reaksiyonlarini icermektedir.
Bu metabolizma, enerji ve maddenin korunumu prensibini takip etmekte ve bu nedenle bir
terminal elektron alicis1 bulunmasii gerektirmektedir. Homofermantatif laktik asit
bakterileri karbon kaynagini (Oncelikli olarak karbonhidratlari) temel olarak piriivata
indirgemektedir. Homofermantatif laktik asit bakterilerinde bulunan redoks koenzimleri
(NAD*/NADH) oksidasyon rediiksiyon reaksiyonlarinda yer almaktadir. Glukoz glikolizde
2 mol NADH olusumu ile birlikte 2 mol piriivata okside olmaktadir. Daha sonra piriivat,
laktik aside indirgenmektedir. Sonucta, 1 mol glukozdan 2 mol laktik asit olusmaktadir. Bu
nedenle, hiicre dis1 redoks ortami laktik asit bakterilerinin biyokimyasal reaksiyonlarini
etkileyebilmektedir. Ayrica, laktik asit bakterileri NADH oksidaz ile oksijeni suya
indirgeyebilmektedir. Bu siireg, hiicre i¢i ve hiicre dis1 redoks potansiyelini degistirerek,
biyokimyasal olaylar1 ve dolayisiyla fermente firlinlerin kalitesini 6nemli diizeyde
etkileyebilmektedir. Bu nedenle redoks potansiyelinin modifikasyonu ve 6l¢timii, 6zellikle

fermente tiriinlerde, tiriin kalitesi agisindan 6nemli bilgiler verebilmektedir [3].

Oksidasyon rediiksiyon potansiyelinin elektrokimyasal Ol¢limii yeni olmamakla birlikte,

fermantasyon proseslerinin kontrolii i¢in kullanilabilir bir parametre olmasi nedeniyle bu



konuya olan ilgi giin gectikge artmaktadir. Hava ile dengede bulunan siitiin E,, degeri
genellikle +250 mV ile +350 mV arasinda degismekte[4] iken, ¢ogunlukla peynirler
indirgenmis bir ortama sahiptir. Literatiirde Cheddar peyniri i¢in E, degerinin -118 mV ile
-126 mV arasinda oldugu [1], baska bir ¢alismada -90 mV ile -210 mV arasinda degistigi
[5] ve Camembert peyniri i¢in bu degerin -300 mV ile -360 mV araliginda oldugu [6]
bildirilmistir [7]. Ayrica, salamura beyaz peynirin Ep degerinin -60 mV ve -121 mV
arasinda degistigi saptanmustir [8]. Peynirdeki indirgenmis ortam, starter bakterilerin
gelismesi, kalint1 laktozun fermantasyonu [9] ve hiicre metabolizmasi nedeniyle oksijenin
tiiketilmesi sonucu olugmaktadir [10]. Redoks potansiyeli, peynirde, hem mikrobiyel
kaynakli tat-koku bilesiklerinin {iretimini (starter ve/veya NSLAB metabolizmas1 sonucu
iiretilen tat-koku bilesikleri), hem de kimyasal kaynakli tat-koku bilesiklerini (6zellikle
ucucu tat-koku bilesikleri) etkilemektedir [7]. Redoks potansiyeli dengeli tat-koku gelisimi
icin gerekli olan kosullarin olugsmasina katkida bulunmaktadir [11-13]. Peynirlerde,
anaerobik kosullart saglayan diisiik redoks potansiyelinin dengeli tat-koku olusumu igin
gerekli oldugu bildirilmistir [14]. Bununla birlikte, redoks potansiyelinin peynirin

olgunlagmas iizerindeki etkisi ile ilgili calismalar oldukga sinirhdir.

Beslenmede oldukg¢a biiylik yer tutan bir gida olan peynirin iiretiminde pH, kimyasal
bilesim, tuz (NaCl), ve sicaklik kriterlerine biiyilkk 6nem verilmektedir. Ancak, temel
fizikokimyasal parametrelerden biri olmasina ragmen Olc¢limiindeki zorluklar nedeniyle

peynirde redoks potansiyelinin 6l¢timii goz ardi edilmektedir.
Bu ¢alismanin;

e Birinci asamasini, calisma kapsaminda kullanilan starter laktokok suslarinin siitii
indirgeme kapasitesinin ve asidifikasyon aktivitesinin belirlenmesi olusturmaktadir.

e Ardindan, bu suslar tarafindan kontrol, indirgenmis ve yiikseltgenmis model
sistemlerde gercgeklestirilen c¢esitli aminoasitlerin katabolizmasi sonucu fiiretilen
ucucu bilesiklerin saptanmasi, yani redoks potansiyelinin aminoasit katabolizmasi
tizerindeki etkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir.

e (Calismanin {igiincii asamasinda, ¢esitli redoks ajanlarinin (indirgen ve yiikseltgen)
fermente siitiin redoks potansiyeli ve pH’s1 lizerindeki etkisi belirlenmistir. Bu
caligmanin sonuglarma gore belirlenen redoks ajanlarmin (indirgen ajan olarak

sodyum hidrosiilfit ve yiikseltgen ajan olarak potasyum iyodat) peynir tiretiminde



kullanilacak olan konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in yagi azaltilmis ultrafiltre
(UF) siit kullanilarak optimizasyon ¢aligsmasi gergeklestirilmistir.

Dordiincli asamada, c¢alismanin bu kismina kadar elde edilen veriler goz oniinde
bulundurularak, calisma kapsaminda kullanilan laktokok suslari igerisinden
Lactococcus lactis subsp. lactis CM41 susu ve Lactococcus lactis subsp. cremoris
UD459 suslar1 saf starter kiiltiir olarak tam yagli UF beyaz peynir iiretiminde
kullanilmak  tizere secilmistir. Bu ¢alismanin UF beyaz  peynirde
gerceklestirilmesinin nedeni, bu peynirin {iretim prosesinde pihtinin kesimi, peynir
alti suyunun drenaji, baskilama, 1sil iglem gibi uygulamalarin yapilmamasi, bu
sayede redoks potansiyelinin tiretim siiresince kontrol altina alinabilmesidir. Peynir
tiretiminde redoks potansiyelinin kontrol altinda tutulabilmesi i¢in, indirgen ajan
olarak sodyum hidrosiilfit (Na;H,04) % 0.01 konsantrasyonunda ve yiikseltgen ajan
olarak potasyum iyodat (K103) % 0.05 konsantrasyonunda kullanilmistir. Boylece,
her bir starter kiiltiir i¢in kontrol, indirgenmis ve ylikseltgenmis olmak tizere 3
farkli peynir iiretilmistir. Peynirin iiretimi siiresince redoks potansiyeli ve pH’da
meydana gelen degisim 6l¢iilmiistiir.

Uretilen peynirler 90 giin siireyle olgunlastirilmistir. Olgunlagsmanin 7., 30., 60. ve
90. giinlerinde 6rnekleme yapilarak, mikrobiyolojik analizler, bilesim analizleri,
olgunlagma karakteristiklerini belirlemeye yonelik analizler, tekstiirel analizler ve

duyusal analizler gergeklestirilmistir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1 Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyeli

Oksidasyon rediiksiyon (redoks) potansiyeli, kimyasal veya biyokimyasal sistemlerin
yiikseltgenme veya indirgenme egilimlerini belirleyen onemli bir fizikokimyasal
parametredir[1, 7]. Yiikseltgenme siirecinde sistemde bulunan bir bilesik elektronlarini
vermektedir. Indirgenme ise bu prosesin tersi olarak tanimlanmaktadir. Bir sistemdeki bir
bilesik yiikseltgendiginde, bir baska bilesik indirgenmektedir. Indirgenme ve yiikseltgenme
arasindaki iliski asagidaki gibi yazilabilmektedir [15].

yiikseltgenmis form + elektron(lar) < indirgenmis form

Yiikseltgen ajan bir redoks tepkimesinde bir baska bilesikten elektron(lar) alan bilesik
olarak, indirgen ajan ise baska bir bilesige elektron(lar) veren bilesik olarak tanimlanabilir.
pH bir ¢ozeltinin asit-baz karakteristiklerini belirlerken, Ej indirgenme ve yiikseltgenme

karakteristiklerini belirlemektedir. Asagida indirgenme yiikseltgenme tepkimesi verilmistir

[3].
OX + ne” < Red (1)

Nerst esitligi redoks potansiyeli ve yiikseltgenmis (Ox) ve indirgenmis (Red) bilesiklerin

aktiviteleri arasindaki iliskiyi vermektedir:

En = Ef +23x () x log(ioo) @)
Burada:

E; =redoks potansiyeli (mV) (normal hidrojen elektrot ile iligkili)

EP = standart redoks potansiyeli (mV) (normal hidrojen elektrot ile iliskili) (pH 0°da)

F = Faraday sabiti (96500 C.mol™)

n = degistirilen elektronlarin sayisi

R = gaz sabiti (8.31 J.mol™.K™)

T = sicaklik (K)



Bir elektron transferi i¢in 2.3 X (%) ifadesinin degeri 25 °C’de 59 mV ' tur ve Esitlik (2)
asagidaki gibi basitlestirilebilir [7].

10x].

E, = EJ +59 X log([Red]

) @)

Ancak, sulu sistemlerde gerceklesen kimyasal tepkimeler protonlari i¢ermektedir. Bu

nedenle asagida verilen yar1 reaksiyon ger¢eklesmektedir.
Ox + mH" + ne” «+» Red + H,0 (4)

Buna gore Esitlik (2) ve (3) sirasiyla asagidakiler gibi diizenlenebilir:

MRT
nF

RT (0]
En = EQ — 23 % (5on) X pH + 23 X (2) X log(%) (5)

m = reaksiyonda yer alan protonlarin sayisi

0
E, = E® —59 X pH + 59 X log([gz;]]) (6)

Esitlik (5) ve (6), biyokimyasal ve biyolojik proseslere yakin olan pH 7’deki standart

redoks potansiyelini (E?) belirlemek igin kullanilmaktadir [3].

Esitlik (6)’ya gore her bir birimlik pH degisiminde Ep degeri yaklasik 59 mV degisecektir.
Ancak, 59 mV’lik diizeltme faktoriiniin uygulanmasi sadece basit ¢ozeltiler icin gecerlidir.
Biyolojik sistemlerde, karisik potansiyele ve/veya cesitli redoks ciftlerine bagli olarak
tahmin edilen degerlerden sapmalar meydana gelmektedir. Bu nedenle, biyolojik
sistemlerde pH diizeltmesi, belli bir sicaklikta asit veya baz ilavesi yapilarak Ej degerinin
pH ile degisiminin (mV/birim pH) 6l¢iilmesi yoluyla deneysel olarak belirlenmelidir [15,
16]. pH degerlerine karsi En degerleri grafige gecirilirse, grafigin egimi pH’nin birim
degisimi i¢in Ep’deki degisimi ifade eden degeri verecektir [17]. Cachon ve ark.’in [11]
yaptig1 calismada, steril yagsiz siit icin 26 °C’de ve 42 °C’de Ejy degisimi deneysel olarak
sirasiyla, 38 ve 40 mV/birim pH olarak belirlenmistir. Camembert peyniri ile yapilan bagka
bir ¢alismada da 38 mV/birim pH diizeltme faktori kullanilmistir [6]. Kristoffersen ve
ark.’1 [18] yaptiklar1 ¢alismada, Cheddar peyniri icin diizeltme faktdrii olarak 10 °C’de
56.5 mV/birim pH degerini kullanmiglardir. Leistner ve Mirna esitligini (Esitlik (7))

kullanarak Ep’nin pH’ya bagimliligini belirlemek miimkiin olmaktadir [3].



Epny = Epg—a X (7—=p) (7)
Burada,

Ey,=pH 7°deki redoks potansiyeli (mV)

Eppg= pH B’daki redoks potansiyeli (mV)

[= ortamin pH’s1

a= Nernst Ep-pH korelasyon faktorii (mV/birim pH)

Referans elektrot ve buna bagli bir inert soy metal elektrot, tersinir redoks sistemi igeren
bir ¢ozeltiye daldirildiginda, redoks potansiyeli voltaj (volt veya milivolt) olarak

belirlenebilmektedir. Bu deger,

I.  Mikroorganizma kiiltiirii igindeki redoks potansiyeli olusumu
ii. Bir redoks zincirindeki redoks bilesiklerinin siralamasi (solunumda rol alan
enzimlerin diizeni gibi)

iii.  Redoks bilesiklerinin serbest entalpisi
hakkinda bilgi vermektedir [15].

2.2 Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyelinin Ol¢iimii

Bir sistemin redoks potansiyelini 6l¢gmek i¢in ¢ogunlukla iki yontem kullanilmaktadir [7].
Redoks potansiyelini 6l¢gmek igin kullanilan ilk yontem renkli indikatérlere (redoks
indikatorleri) dayanmaktadir. Bunlar, ¢ogunlukla yiikseltgenmis (renkli) ve indirgenmis
(renksiz) kosullar arasinda tersinir bir yapiya sahip olan indofenoller veya indigo
tirevleridir [3]. Cig siitiin mikrobiyel kalitesini belirlemeye yonelik eski bir yontem olan
metilen mavisi indirgenme testi, metilen mavisinin indirgenme siiresi ile bakterilerin sayisi
arasindaki genel korelasyondan yola ¢ikilarak yapilan varsayima dayanmaktadir [7, 16].
Ancak, biyolojik ortamlarda ve gidalarda redoks Ol¢iimii i¢in renkli indikatdrlerin
kullanim1 sinirhidir. Bu molekiiller elektron alicis1 veya vericisi olarak davrandiklari i¢in
bulunduklar1 ortamin redoks dengesini etkilemekte ve degistirebilmektedirler. Ayrica, bu
bilesikler biyolojik reaksiyonlar1 katalizleyebilmekte veya inhibe edebilmekte ve
mikroorganizmalar i¢in toksik olabilmektedir [3, 7, 15]. Dahasi, bazi durumlarda 6nemli
renk degisimlerinin degerlendirilmesi gii¢ olmakta ve bazi redoks indikatorleri ortamin

pH’smna gore renk degistirmektedir. Bu nedenle, redoks indikatorleri nadiren



kullanilmaktadir. Giiniimiizde daha ¢ok redoks esiklerinin indikatorii olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle, zorunlu anaerobik kiiltiir besiyerlerinin {iretiminde (resazurin),
anaerobik mikroorganizmalarin gelisimi igin gerekli olan indirgenmenin minimum
diizeyinin olusturulmasi amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica, resazurin siit endiistrisinde,
starter kiiltiirlerin indirgeme aktivitesinin belirlenmesi, sterilite testi ve ¢ig stitteki

mikroorganizma sayisinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir [3].

Ikinci ydntem ise giiniimiizde ¢ogunlukla kullanilmakta olan potansiyometrik yontemdir.
Redoks indikatorlerinin  aksine potansiyometrik yontem direkt bir yOntemdir.
Potansiyometrik yontemin prensibi inert bir elektrot (genellikle platin veya altin) ile bir
referans elektrot arasindaki potansiyel farkin hassas bir potansiyometre ile Ol¢iimiine
dayanmaktadir (Sekil 2.1) [3, 7, 19]. indirgenmis veya yiikseltgenmis gruplarla elektron
degisimi inert elektrot iizerinde gerceklesmektedir. inert elektrot elektrokimyasal olarak
stabil olan paslanmaz metalden iiretilmis olmalidir. Bu metal, 6l¢tim ortami ile referans
elektrot arasinda iletken olarak rol almaktadir. Referans sistem standart hidrojen
elektrottur. Ancak, uygulamada kalomel (civa/civa kloriir) elektrot veya glimiis/giimiis
kloriir (Ag/AgCl) elektrodu kullanilmaktadir [3]. Karbon yiizeyde redoks reaksiyonlari
genellikle hizli gerceklestiginden, karbon inert elektrot olarak kullanilabilmektedir. Karbon
elektrotlarin dezavantaji, elektron transferi her zaman tersinir olmadigi i¢in tekrarlanabilir
sonuglarin alinamamasidir [7, 20]. Potansiyometre, elektrotlarin polarizasyonu olmadan
cevrimden TUretilen ¢ok diisiik voltajlarin 6l¢iilebilmesi i¢in ¢ok yiiksek giris direncine
(>10" Q) sahip olmalidir [7, 15].
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Sekil 2.1. Redoks potansiyelinin (Ep) 6l¢iimiinde kullanilan elektrokimyasal hiicre [19]



Potansiyel fark, yiikseltgenmis (Oks) ve indirgenmis (Red) gruplar iceren ¢ozelti ile bagl

olan inert bir elektrot (genellikle Pt) ve bir referans elektrot arasinda 6l¢iilmektedir [19].

Redoks potansiyeli volt (V) veya milivolt (mV) olarak ifade edilmektedir. Olgiimlerde
kullanilan farkli elektrotlara bagli olasi degisimlerin onlenmesi i¢in, redoks potansiyeli
hidrojen elektrodu ile iliskili olarak verilmelidir [3]. Bu nedenle, 6l¢iilen redoks potansiyeli

(Em) asagidaki gibi diizeltilmelidir.
En=Em+Er (8)

Burada, En normal hidrojen elektrodu ile iliskili olan redoks potansiyeli (mV), E, redoks
sensori ile 6l¢iilen redoks potansiyeli (mV) ve E, 6l¢iimde kullanilan referans elektrodun
redoks potansiyelidir. E,, 0Olglim igin kullanilan referans elektrodun tiiriine, dolgu
¢ozeltisinin tiiriine ve konsantrasyonuna ve olglim sicakligina baghdir (Cizelge 2.1) [21,
22]. Kalomel (doymus KCI ¢ozeltisi), Ag/AgCl (doymus KCI ¢ozeltisi) ve Ag/AgCl (3
mol/L KCI ¢ozeltisi) referans elektrotlart i¢in karakteristik elektrot degerleri sirasiyla 244,

199 ve 207 mV°dir [7, 22, 23].

Cizelge 2.1. Elektrot kompozisyonu ve sicakligin fonksiyonu olarak referans elektrotlar
icin elektrot potansiyelleri [22]

Standart Hidrojen Elektroda Kars1 Potansiyeller (mV)

Sicaklik (°C) 0.1M 35M Doygun 35 M Doygun
Kalomel Kalomel Kalomel Ag/AgCI Ag/AgCI

15 336 254 251 212 209

20 336 252 248 208 204

25 336 250 244 205 199

30 335 248 241 201 194

35 334 246 238 197 189

Martin ve ark.’1 [3], iki referans elektrot i¢in E, ve sicaklik arasindaki baglantiyr Galster
‘den [21] alinan verilere gore diizenlenen asagidaki esitlikleri 6nermislerdir. Formiillerde

yer alan 0.8, 0.7 ve 1.01 degerleri, mV cinsinden sicaklik katsayilarini ifade etmektedir.



Ag/AgCl (3 mol/L KCI ¢ozeltisi) E,= 207+08x%x(25-T) 9)
Kalomel (doymus KCI ¢ozeltisi) E,= 244+0.7%x (25-T) (10)
Ag/AgCl (doymus KCl ¢ozeltisi) E.= 199+ 1.01x(25—-T) (11)

McSweeney ve ark.’t [7], siit gibi sivi gida Orneklerinin redoks potansiyelinin
potansiyometrik 6l¢iimii i¢in inert metal bir elektrot ve bir referans elektrot veya kombine
elektrotlarin direkt olarak kullanilabildigini bildirmistir. Ancak, peynir gibi diisiik nem
igerigine sahip kati gidalarin redoks potansiyelinin 6lgiimii i¢in KCl tuz koprisiiniin
kullaniminin gerekli oldugunu belirtilmektedir [1, 7]. Tuz koprisii olarak KCI’nin
kullanilmasimin nedeni, K* ve CI" iyonlarmin esit mobiliteye sahip olmasi, buna bagh

olarak da baglant1 potansiyelinin ihmal edilebilecek kadar kii¢iik olmasidir [22].

Temel olarak, pH oOl¢iimlerinden farkli olarak redoks potansiyelinin Ol¢limiinde
kalibrasyona gerek duyulmamaktadir [7]. Ancak yine de, sistemden elde edilen verilerin
dogrulamasin1 yapmak i¢in sensériin dogrulugunu, redoks potansiyeli bilinen standartlara
kars1 test etmek gereklidir [7, 23]. Redoks tampon ¢ozeltisi olarak ifade edilen birgok ticari
kimyasal redoks sensorlerinin test edilmesi i¢in dnerilmektedir. Bunlarin tamami +200 ile
+700 mV arasinda En, degerine sahip yiikseltgen ¢ozeltilerdir. Kimyasal stabilite ile ilgili
problemler ortaya ¢iktig1 icin uygun bir indirgen ¢ozelti bulunmamaktadir. Bu ¢ozeltiler
gicli bir sekilde tamponlanmistir ve bu durum O6l¢iimde meydana gelebilecek olan
muhtemel bir sapmayr maskeleyebilmektedir. Boylece, bu ¢ozeltiler bazi ireticiler
tarafindan belirtildigi sekilde, sadece referans elektrotlarin kontrolii i¢in Onerilmektedir.
Redoks tampon c¢ozeltilerinde yapilan 6l¢lim hatali ise, yanls referans elektroliti, tikalt
veya kirli diyafram ve sensOr igindeki elektrik baglantisi ile ilgili bir problemden
stiphelenilebilir [23]. Yapilan bazi ¢alismalarda, redoks elektrotlarinin dogrulamasi,
musluk suyu[23-25], 0.066 M fosfat tamponu (pH 7.0) [15], doymus KCI ¢ozeltisi [18]
veya 3M KCl ¢ozeltisine [1, 8] kars1 yapilmustir [7].

Siit ve peynir gibi biyolojik sistemlerde, redoks potansiyeli 6l¢iimii her zaman kolaylikla
gerceklestirilememektedir. Olgiimdeki zorluklar ile ¢ogunlukla, farkli elektrotlar ile
tekrarlanabilir  sonuglarin elde edilmesinde ve Ol¢limiin dengeye gelmesinde
karsilagilmaktadir. Ancak, iiretici talimatlarina uygun olarak yapilan elektrot temizligi ile

bu zorluklarin istesinden gelinmektedir. Jacob’a [15] gore metal elektrot yiizeyinin



cilalanmasi (seryum oksit veya platin elektrotlar i¢in aliiminyum oksit ile) tekrarlanabilir

redoks Olciimleri gerceklestirilmesinde 6nemli etkiye sahiptir [7].

Topeu ve ark.’in [1] yaptiklari ¢alismada, Cheddar peynirinin redoks potansiyelinin
Olctimii i¢in kendinden yalitilmis platin elektrot gelistirilmis ve bu elektrot ile
tekrarlanabilir 6l¢iimler alinmistir. pH elektrotlarindan farkli olarak, redoks elektrotlar
Ornegin yapisina bagl olarak dengeye gelmek i¢in belli bir siireye ihtiyag duymaktadir.
Diisiik nem igerigi nedeniyle, Cheddar peynirinin redoks Ol¢limii oldukc¢a fazla zaman
almaktadir. Yapilan bir baska calismada, Camembert peynirinin redoks potansiyelinin
Olctimiinde mikro elektrot kullanildiginda dengeye 10 dakikada gelirken, kombine elektrot
kullanildiginda 1 saatte denge degerine ulasildigi bildirilmistir [6].

2.3 Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyeli ve Mikroorganizmalar

Oksidasyon rediiksiyon reaksiyonlari, enerji agisindan zengin bilesiklerin kademeli olarak
yiikseltgendigi biyolojik sistemlerde enerji iiretiminin temel prensibidir. Mikrobiyel
katabolizmada 6nemli rol oynayan bazi redoks ciftlerinin redoks potansiyelleri (EY )
Cizelge 2.2’de verilmistir. Oksijen gerilimi ve redoks potansiyeli mikroorganizmalarin
gelisimini ve canlilifini1 etkilemektedir. Genellikle, mikroorganizmalarin gelisebildigi Ep
araligi, aeroblar i¢in +500 ile +300 mV, fakiiltatif anaeroblar i¢in +300 ile -100 mV ve
anaeroblar i¢in +100 ile -250 mV’dir. Mikrobiyel kiiltiirler, oksijen varliginda gelisme
yeteneklerine bagl olan gelisimleri siiresince indirgeme aktivitesine sahiptirler. Redoks
dengesinin diizenlenmesi, hiicre i¢i ve hiicre dist redoks durumunun ve redoks
homeostazinin kontrolil i¢in hayati 6nem tasimaktadir. Hiicresel redoks potansiyelinin
diizenlenmesi, proteinlerin disiilfit baglarinin indirgenmesi ve yiikseltgenmesinde 6nemli
rol oynamaktadir. Hiicresel tiyol-redoks dengesi, tiyol-redoks enzimleri tarafindan
yonlendirilmektedir. Redoks sensorleri tarafindan diizenlenen redoks ve oksijen
konsantrasyonunu hiicrelerin algilamasini saglayan molekiiler mekanizmalar, redoks

sinyallerini diizenleyici ¢iktilara doniistiirmektedir [2].
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Cizelge 2.2. Mikrobiyel katabolizmada 6nemli olan redoks ¢iftlerinin redoks potansiyelleri

[2]

Yar1 reaksiyon EY (mV)
Suksinat + CO, + 2H" + 2e” <> a-Ketoglutarat + H,0 -670
Asetat + 2H" + 2e” <> Asetaldehit -580
2H" + 2" & H; -415
o-Ketoglutarat + CO, + 2H" + 2e” < Izositrat -380
NADP* + 2H" + 2¢" <> NADPH + H" -324
NAD" + 2H" + 2¢" <> NADH + H" -320
FAD" + 2H" + 2e” & FADH, -219
SO,* + 10H" + 8¢ <> H,S + 4H,0 -210
Asetaldehit + 2H" + 2¢” <> Etanol -197
Piriivat + 2H" + 2e” < Laktat -185
Oksaloasetat + 2H" + 2¢” <> Malat -166
SOs* + 3H,0 + 6e” > S** + 60H" -116
Fumarat + 2H" + 2e” <> Siiksinat +31
Ubikinon + 2H" + 2e” <> Ubikinol +45
2Sitokrom ¢ (oks) + 26" <> 2Sitokrom ¢ (req) +254
NO; + H,O + e < NO + 20H" +374
2Sitokrom az (oks) + 26" <> 2Sitokrom as (req) +385
NO3 + H,0 + 26" <> NO; + 20H" +420
Fe*" + e < Fe** +771
1/20, + 2H" + 2¢" — H,0 +815

2.3.1 Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyeli ve Mikrobiyel Gelisim

Mikrobiyel kiiltiirler gelisimleri siiresince indirgeyici bir aktivite gostermektedirler.
Bakterilerin redoks potansiyelini degistirme yetenekleri, oksijen varlifinda gelisebilme
yeteneklerine baglhdir. Gelismekte olan mikrobiyel hiicrelerin indirgeme aktivitesi,
metabolik aktiviteleri sonucu redoks potansiyelinin diismesi ile karakterize edilmektedir.
Bu durum, elektron alicilar1 gibi yiikseltgen molekiillerin kullanim1 ve indirgen bilesiklerin
tiretimine baglh olarak ortaya ¢ikmaktadir. Mikrobiyel gelisim siiresince Ej’nin diismesinin

onemli mekanizmalarindan biri oksijenin harcanmasidir [2].
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Mikrobiyel hiicreler tarafindan enerji iretimi, glikoliz ve sitrik asit dongiisii gibi
indirgenmis elektron tasiyicilarinin iretildigi (nikotinamid adenin diniikleotid: NADH,
flavin adenin diniikleotid: FADH,) biyoenerjetik yollar tizerinden organik bilesiklerin
oksidasyonuna dayanmaktadir. Adenozin trifosfat (ATP), elektron transfer sistemi (ETS)
araciligr ile yiikseltgenmis elektron vericilerden bir elektron alicisina elektron tasiyan
oksidatif fosforilasyon ile iiretilebilmektedir. ETS, bakterilerde sitoplazmik membranda ve
funguslarda ise i¢ mitokondriyal membranda yer almaktadir. Elektronlarda bulunan
enerjiyi kullanirken, protonlar membranin dis ylizeyine yerlesmektedir. Bu durum,
ATP’den adenozin difosfat (ADP) ve P; olusturan ATPaz1 yonlendiren bir transmembran
elektrokimyasal gradyent liretmektedir. Aerobik solunum siiresince, ETS’ nin son elektron
alicist olan oksijen suya indirgenmektedir. Aerobik solunum ile enerji iiretimi i¢in elektron
alicis1 olarak oksijene ihtiyag duyan zorunlu aerobik mikroorganizmalar, En’yi +500
mV’den -100 mV’ye disiirebilmektedir. Gidalarda bozulmaya yol a¢an aerobik mikroflora
baskin olarak Acetobacter, Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Moraxella ve
Pseudomonas tiirlerinden olugmaktadir. Bu bakteriler, gidalarin yiizeyinde veya havayla
kolaylikla temas edebilecekleri bolgelerde gelismektedirler. Buna karsilik, fakiiltatif
anaerobik ve zorunlu anaerobik mikroorganizmalar fermantasyon ile ATP iiretmektedirler.
Fermantasyonun son iirlinleri, kismi oksidasyon sonucu ortaya cikan enerjice zengin
metabolik bilesiklerdir ve ¢ogunlukla, indirgen NADH’nin yeniden oksidasyonu yoluyla
iiretilmektedirler. Hy (EQ = -415 mV) veya H,S (EQ = -210 mV) gibi kuvvetli indirgen
fermantasyon son riinlerinin {iretilmesi de bakteriyel indirgeme kapasitesini
aciklayabilmektedir. Escherichia coli ve Clostridium tiirleri fermantasyon sonucu Hj
tiretebilmektedir. Zorunlu anaerobik mikroorganizmalar c¢ok diisiikk konsantrasyondaki
oksijen varliginda dahi  gelisememektedirler.  Genellikle, zorunlu anaerobik
mikroorganizmalar +100 mV ile -250 mV’den daha diisiik degerlerdeki Ej araliginda
gelisebilmekte ve ortamin Ej degerini +100 mV’den -500 mV’ye diislirebilmektedirler.
Clostridium perfringens yaklasik +200 mV E;, degerinde gelismeye baslayabilmektedir.
Clostridium botulinum optimum gelisim i¢in +60 mV’den daha diisiik E, degerine ihtiyag
duymaktadir. Gelisimi sinirlayict faktdr olarak En degeri, tuz ile Onemli Olciide
artirilabilmektedir. Oksijensiz kosullarda bakteri sayisi, nitrat, fumarat, trimetilamin N-
oksit (TMAO) veya tiyosiilfat gibi alternatif elektron alicilarinin oksidatif fosforilasyonu
ile azaltilabilmektedir. Balik tiriinlerinde temel oksidan ajan olarak kullanilan TMAO,
bozulma etmeni olan veya patojen bakteriler igin elektron alicis1 olarak rol oynamaktadir.

Omegin, bu kosullar altinda, TMAO elektron alicis1 olarak kullanildiginda, C.
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botulinum’un gelisimini sinirlayict faktér olan Ep degeri +150 mV’den yiiksek
olabilmektedir [2].

2.3.2 Gida Mikrobiyolojisinde Redoks Potansiyeli Uygulamalari

Mikrobiyolojik test icin redoks potansiyeli olgiimiiniin hizlh bir yontem olarak

kullanilmasi

Redoks potansiyelinin 6l¢timiiniin, mikrobiyel kontaminasyonun kalitatif ve kantitatif
olarak belirlenmesinde hizli ve kullanigh bir yontem olabilecegi diisiiniilmektedir.
Mikrobiyel gelisim E;, degerinin diismesine neden olmakta ve mikroorganizmanin tiiriine
gore farkli E, egrileri elde edilmektedir. Yeni nesil redoks sensorleri ile empedans ve
iletkenlik ekipmanlarina benzer sekilde otomatik sistemler gelistirilmistir. E,’nin zamana
bagli degisimi ile mikroorganizmalarin baslangic konsantrasyonlarinin logaritmasi
arasinda lineer bir korelasyon kurulabilmektedir. Bu standart kalibrasyon egrisi, baslangi¢
hiicre konsantrasyonunu genellikle 10 hiicre/mL nicel analiz smir1 ile belirlemek igin
kullanilmaktadir. Redoks potansiyeli yontemi empedans tekniginin bazi1 dezavantajlarinin
oniine ge¢mektedir. Konvansiyonel sivi besiyeri kullanilabilmekte, hassas sicaklik

ayarlamasina ihtiya¢ duyulmamaktadir ve daha basit ve ucuz bir yontem oldugu

belirtilmektedir [2].
Redoks potansiyeli ve 1sil stabilite

Yapilan bazi ¢alismalar, redoks potansiyelinin bakteriyel 1s1l direncin lizerindeki etkisini
ele almaktadir. Oksijensiz ortamda, E. coli O157:H7’nin 1s1l direnci pH’ye bagl olarak
onemli Olgiide degisiklik gostermistir. Lactobacillus plantarum ve Saccharomyces
cerevisiae, gaz modifikasyonu yoluyla redoks potansiyeli arttirilan portakal suyunda
yiiksek oranda termal yikima ugramustir. E. coli, Listeria monocytogenes ve Salmonella
Enteritidis’in 1s1] direnci aerobik kosullar altinda yiikseltgen anaerobik kosullara gore daha
diisiiktiir. Yikseltgen kosullar, mikroorganizmalarin termal inaktivasyonunu, sadece
oksijen varliginda 1s1l iglem ile artirmaktadir. Redoks potansiyelinin mikroorganizmalarin
termal inaktivasyonu tizerindeki etki olduk¢a karmasiktir ve heniiz agik¢a anlasilamamistir.
Bu durum, redoks potansiyelini ayarlamak igin kullanilan yontem ve mikroorganizma gibi

faktorlerden kaynaklanmaktadir [2].

Indirgen bir gaz ile Ep’nin kontrolii ydntemi, iiretim siiresince endiistriyel

mikroorganizmalarin canliligmi siirdiirebilmesi igin kullanilmaktadir. Indirgen kosullarm,
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fermente gidalarda (probiyotik iceren fermente siit gibi) veya siit ve siit iiriinleri endiistrisi
icin starter veya ek kiiltiir olarak liyofilize laktik asit bakterilerinin ve Bifidobacterium’un

tiretimi siiresince bakterilerin canliliginin artmasi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir [2].

2.3.3 Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyeli ve Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), Gram-pozitif, spor olusturmayan bakterilerin farkli
gruplarimi kapsamaktadir. LAB kok veya basil sekilli ve genellikle katalaz negatif (nadir
olarak pseudo-katalaz bulunabilmektedir) olarak bulunmaktadirlar. Kemo-organotrofik
olan LAB sadece kompleks ortamlarda gelisebilmektedir. Fermente edilebilir
karbonhidratlar enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. Heksozlar, homofermantatifler
tarafindan temel olarak laktata veya heterofermantatifler tarafindan laktata ek olarak asetat,
etanol, CO,, format veya siiksinat gibi diger iriinlere degrade olmaktadir. LAB gidalarda
(stit drilinleri, fermente et iriinleri, eksi hamur, fermente sebzeler, silaj, icecekler),
bitkilerin yiizeyinde, atik sularda ve ayrica, insan ve hayvanlarin genital bolgelerinde,
intestinal sistemlerinde ve solunum yollarinda bulunmaktadir [26]. LAB o&zellikle
fermente siit tirtinlerinin iiretiminde biyoteknolojik olarak biiyiik 6neme sahiptir. LAB gida
bilesenleri ile interaksiyona girmekte ve kompleks biyokimyasal reaksiyonlar araciligiyla

gidanin 6zelligini degistirmektedir [11].

Mikrobiyel gelisimin uygun redoks potansiyeli tarafindan sinirlandirildigi ve artirildig
uzun zamandir bilinmekte ve Ep’nin peynir mikrobiyolojisi ve tat-koku gelisimi tizerindeki
etkisi bazi arastirma gruplari tarafindan incelenmektedir [1, 5, 6, 8, 27-33]. Bu
caligmalarda, peynirdeki kalinti laktozun starter bakteriler tarafindan fermantasyonu
sonucunda indirgenmis bir ortam olugsmakta ve buna bagl olarak, kompleks biyokimyasal
reaksiyonlar dizisinin gerceklesmesinin kolaylastigi ve olgunlastirilmis peynirlerdeki

oksijene duyarl tat-koku bilesikleri korundugu belirlenmistir [33].

Bir laktik asit bakterisi olan Lactococcus lactis, siit endustrisinde starter kiltiir olarak
yaygin bicimde kullanilmaktadir. Temel rolii siitte asit iiretimini gergeklestirmek olan L.
lactis, indirgeme kapasitesi en yiiksek olan laktik asit bakterilerinden bir tanesidir ve siitiin
redoks potansiyelinin ¢ok diisiik degerlere ulagsmasini saglamaktadir [11, 34, 35]. Redoks
potansiyeli bir¢ok siit iirliniiniin mikrobiyotasinmi etkilemektedir. Laktik asit bakterilerinin
indirgeme kapasiteleri, tiirler arasinda farklilik gosterdigi gibi suslar arasinda da farklilik
gostermektedir [36]. Redoks potansiyeli, peynirde bulunan starter ve/veya ek kiiltiir ve

ikincil floranin gelisimini ve aktivitesini [8, 33, 37] ve Lactobacillus acidophilus,
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Bifidobacterium veya Enterococcus faecium gibi probiyotik bakterilerin siit tirtinlerindeki
canliigmi [8, 35, 38] etkilemektedir. Ayrica, ortamin redoks potansiyeli aroma

bilesiklerinin olusumunu ve stabilitesini de etkilemektedir [32, 39].

Bakteriyel olgunlastirilan peynirlerde tat-koku gelisimi, LAB ve enzimlere ihtiya¢ duyan
kompleks ve dinamik bir prosestir [40]. Bu prosese katkida bulunan LAB, starter ve ek
kiiltiir olarak eklenmekte ve ayrica, starter olmayan laktik asit bakterileri (NSLAB) siit
veya proses ortami yoluyla peynirde bulunmaktadir [9]. Peynirdeki, starter veya ek
kiltlirlerin tiirli ve sayist kolaylikla kontrol altinda tutulabilirken, NSLAB sayis1 ve
cesitliligi ve peynir kalitesi tizerindeki etkisi ¢ogu zaman kontrol edilememektedir [33].
Boucher ve ark.’in [33] yaptiklar1 ¢aligmada, starter kiiltiirlerin ve NSLAB’nin gelisimi
stiresince ortam Ejp’sinin susa bagl olarak degistigi ve ortam Ej’sinin NSLAB’nin gelisim
hizim1 etkiledigi belirlenmis ve bu durumun, peynirin olgunlagmasi sirasinda herhangi bir
zamanda cogalan NSLAB tiirlerinin veya suslarmin belirlenmesinde Ep’nin 6nemli rol

oynayabilecegi bildirilmistir.

Brasca ve ark.’1 [34], geleneksel Italyan peynirlerinden on farkli LAB tiiriinii
(Enterococcus faecalis, E. faecium, Enterococcus durans, Streptococcus thermophilus,
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus ve
Pediococcus pentosaceus) izole etmigler ve bu tirlerin indirgeme kapasitelerini
arastirmigtir. Laktokoklarin en diisiik redoks potansiyeli degerine laktobasillerden Once
ulastig1 gozlenmistir. Enterococcus tiirlerinin ve L. lactis subsp. lactis’in indirgeme hizinin
streptokoklar ve Lactobacillus tiirlerinin indirgeme hizindan daha yiiksek oldugu
bulunmustur. P.  pentosaceus diger tiirlerle karsilagtirlldiginda ise olduk¢a diisiik

indirgeme kapasitesine sahip oldugu tespit edilmistir [34].

Cachon ve ark’in [11] yaptiklar c¢aligmada, siitiin fermantasyonu siiresince L. lactis’in
dokuz farkli susunun, S. thermophilus’un alt1 farkli susunun ve L. helveticus’un bes farkli
susunun asidifikasyon ve indirgeme aktiviteleri arastirilmistir. Genellikle, laktokoklarin
maksimum indirgeme hizinin, streptokoklar ve laktobasillerden yaklasik alti kat daha
yiksek oldugu belirlenmistir. Diger taraftan, streptokoklarn ve laktobasillerin,
laktokoklara gore daha yiiksek asit liretme hizina sahip olduklari tespit edilmistir. Ayrica,
bu ii¢ LAB tiiriiniin, temel bilesen analizi ile asidifikasyon ve indirgeme yeteneklerine gore

belirgin sekilde birbirlerinden ayrildigi bildirilmistir. Bu ydntemin, fermente st
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tirlinlerinin Uretimi i¢in uygun starter seciminde kullanilabilecegi ifade edilmistir [11].
Yapilan benzer calismalarda da, redoks kapasitesinin suglar arasinda farklilik gosterdigi ve

Ep gelisim egrisinin tiirler arasinda belirgin farkliliklara sahip oldugu bildirilmistir [12, 36].

Morandi ve ark.’1 [13], L. lactis, E. faecium, E. faecalis, E. durans ve S. thermophilus
tiirlerine ait toplam 709 yabani susun indirgeme aktivitelerini arastirmistir. Suslarin
¢ogunda, siitiin indirgenmesinin {i¢ fazda tanimlanabildigi; ilk fazda E7’nin stabil kaldig
ve ¢ok yavas azaldigi, ikinci fazda En7’nin en diisiik degerine diistiigli (Enzmin) ve tgiincii
fazda ise En; ya en diisiik degerde stabil kaldigi ya da ¢ok az arttigi bildirilmistir. S.
thermophilus disiik indirgeme kapasitesi ile karakterize edilirken, L. lactis ve E.
faecalis’in indirgeme kapasitesi en yiiksek olan tiirler oldugu bulunmustur. Bu durumun, L.
lactis ve E. faecalis’in siitiin redoks potansiyelinin indirgenmesinde rol oynayan
menakinonlart (Vitamin K3) iiretebilmesinden, ancak S. thermophilus’un bu bilesikleri
sentezleyememesinden kaynaklandigr ileri siriilmiistiir [13, 35, 41]. Ayrica, en fazla

heterojenitenin E. durans ve E. faecium suslar1 arasinda oldugu belirtilmistir [13].

2.3.4 Redoks Potansiyelinin Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Gergceklestirilen
Aroma Biyosentezi Uzerindeki Etkisi

Redoks potansiyeli, fermente siit tirtinlerinin mikrobiyel kalitesine katkida bulunmakta [13,
32, 36-38] ve dengeli tat-koku gelisimi igin gerekli olan kosullarin olusmasini [3, 32, 39,
42] saglamaktadir. Genellikle, peynir kalitesi ve fermente siit iriinlerinin tat-koku
karakteristiklerinin yeterli gelisimi i¢in negatif Ep degerlerinin gerekli oldugu ileri

stiriilmektedir [43].

Inek siitii sitrati goreceli olarak diisiik diizeyde (~8 mM) igermektedir. Siitte bulunan
sitratin yaklasik % 90’1 ¢ozlinmiis halde bulunmakta ve bunun biiyiik bir kismi peynir
iretimi sirasinda peyniralti suyu ile kaybedilmektedir [44]. Leuconostoc ve L. lactis subsp.
diacetylactis gibi bazi LAB sitrat1 diasetile metabolize edebilmektedirler. Sekil 2.2°de
Lactococcus ve Leuconostoc tarafindan gergeklestirilen sitrat metabolizmasinin
mekanizmas1 verilmistir. Diasetil, tereyag ve taze peynirler gibi siit {irlinlerinin
karakteristik tat-kokusunun olusumunda rol oynamaktadir. Bu metabolizmanin anahtar
basamagi o-asetolaktatin dekarboksilasyonudur. Yiikseltgen kosullarda, oksidatif
dekarboksilasyon gergeklesmekte ve diasetil iiretilmektedir. indirgen kosullarda ise, o-
asetolaktatin enzimatik dekarboksilasyonu sonucu asetoin olusmaktadir. Reaksiyonun
diasetil tiretimi yoniinde ilerlemesi icin gerekli olan yiikseltgen kosullar siitiin aerasyonu

ile miimkiin olabilmektedir [2].
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Sekil 2.2. Lactococcus ve Leuconostoc tarafindan gergeklestirilen sitrat metabolizmasi [45]

Peynirde bulunan sitrat Lactococcus ve Leuconostoc’tan olusan karisik kiiltiiriin siirekli
karistirilmasi, 2-asetolaktatin oksidatif dekarboksilasyonuna olanak sagladigi i¢in diasetil
tretimini tesvik etmektedir [46, 47]. Karistirilmayan kiltiirlerde ise, ortamin redoks
potansiyeli fermantasyonun baslangicinda hizla diismektedir. Bu durumda sadece asetoin
ve 2-asetolaktat iiretilmektedir. L. lactis subsp. lactis kiiltiirii ortamina kontrollii sekilde
oksijen verilmesi durumunda, diasetil sentazin aktivitesinin artmasina bagli olarak diasetil
tretimi  ger¢eklesmektedir [48]. Yapilan bir c¢alismada, piriivattan karbon akisinin
dagilimmin, NADH / NAD" oranina, hiicre ici redoks potansiyeline veya metabolitlerin ve
ozellikle piriivatin konsantrasyonuna bagli oldugu gosterilmistir [49]. Peynirdeki diasetil
konsantrasyonunu arttirmak i¢in siite hava veya oksijen ilavesinin gerekli oldugu yapilan

bir ¢alismada belirtilmistir [43].

Indirgenmis Ep kosullar1 altinda olgunlastirilan peynirlerde, ugucu yag asitlerinin
tretiminin arttig1r bildirilmistir [50]. Serbest yag asitleri birgok farkli reaksiyona
katilabilmektedir (Sekil 2.3). Metil ketonlar yag asitlerinin oksidatif degradasyonu sonucu
olusmaktadir. Metil ketonlarin iiretimi yag asitlerinin p-ketoasitlere oksidasyonunu
icermektedir. Metil ketonlar esas olarak, mavi damarli peynirlerin karakteristik
aromasindan sorumludur. Ancak, Cheddar gibi peynirlerin aromasinda sinirli rol
oynamaktadir. Son olarak, metil ketonlar peynir aromasina katkida bulunmayan ikincil
alkollere indirgenebilmektedir [44]. Doymamis yag asitlerinin 6zellikle ¢oklu doymamis
yag asitlerinin girdigi bir diger reaksiyon oksidasyondur. Bununla birlikte, peynirdeki
oksidasyon derecesi peynirin diisik redoks potansiyeline sahip olmasmna ve dogal

antioksidanlar1 igcermesine bagli olarak olduk¢a sinirlidir. Bu etkenler oksidasyon
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mekanizmalarimin  baglatilmasin1  engellemekte veya birincil oksidasyon {irlinlerinin
indirgenmesini saglayan kosullart olusturmaktadir [51]. Alifatik ve aromatik esterler
peynirin tat-kokusu tizerinde onemli bir etkiye sahiptir, ancak, bazen Cheddar peynirinde
istenmeyen tat-kokuya neden olabilmektedirler. Peynirde bulunan esterler, kisa ve orta
zincirli yag asitleri ile alkoller (alifatik (etanol), aromatik (feniletanol) veya tiyoller
(metantiyol)) arasinda gergeklesen esterlesme reaksiyonu sonucu sentezlenmektedir.
Esterler laktik asit bakterileri tarafindan enzimatik olarak da iiretilebilmektedir [52, 53].
Peynirde tespit edilen y- ve 6-laktonlarin 6zellikle Cheddar peynirinde tat-koku igin 6nemli
oldugu bildirilmistir [54]. Laktonlar halkali yapiy1 olusturmak i¢in su kaybetmesi yoluyla
hidroksi asitlerin intramolekiiler esterifikasyonu sonucu olusan halkali yapidaki esterlerdir.
Gliglii bir aromaya sahip olan laktonlar ozellikle peynirimsi bir aromaya sahip
olmamalarina ragmen, peynirin genel tat-kokusu {izerinde 6nemli rol oynayabilmektedirler.
Peynirde lakton olusumunda kabul edilen mekanizma olarak, siit yaginin normal
bilesenlerinden olan hidroksi yag asitlerinin salinmasi ve bunu takiben laktonizasyonu

onerilmektedir [44].

Trigliserit

l Lipaz

Yag asitleri

-oksidasyon
P v ¢ B-oksidasyon l l

B-ketoasitler Doymamis yag
l 4- veya 5- asitleri

hidroksi asitler

S Hidroperoksitler
Metil ketonlar . .

Hidroperoksit liyaz

Aldehitler

L J
Serbest yag 6- veya y-
Ikincil alkoller asitleri Laktonlar Asitler Alkoller

Tat-koku bilesikleri

Sekil 2.3. Siit trigliseritlerinin ve yag asitlerinin metabolizmasinin genel yollar1 [44]
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Kieronczyk ve ark.’in [39] yaptiklari ¢alismada, ortamin redoks potansiyelinin, L. lactis
hiicreleri tarafindan gerceklestirilen aminoasit katabolizmasi sonucu iiretilen aroma
bilesiklerini bliylik oOlgiide etkiledigi belirlenmistir. Yiikseltgen kosullarda malt, cicek,
meyve, badem ve lahana aromalarindan sorumlu olan aldehitlerin ve ugucu kiikiirtlii
bilesiklerin iiretiminin gerceklestigi bildirilmistir. indirgen kosullarin ise hidroksi asitlerin
iretimi  ve asir1  olgunlasmis peynir aromasima katkida bulunan fenilasetik,
metiltiyopropiyonik ve izovalerik asitler gibi karboksilik asitlerin iiretimini tesvik ettigi
saptanmistir. Bu sonuglara gore peynir iiretimi ve olgunlagmasi siiresince Ej’nin kontrol
altinda tutulmasmin peynirde aroma olusumunun kontrol edilebilmesine olanak
saglayacagi bildirilmistir [39]. Laktokoklarda aminoasit degradasyonunun birinci basamagi
a-keto asitlerin olusumuna neden olan transaminasyondur (Sekil 2.4). Aromatik
aminotransferaz enzimleri daha 6nce Lactococcus lactis subsp. cremoris [55, 56] ve
Lactococcus lactis subsp. lactis’ten [57] karakterize edilmistir. Bu enzimler peynirdeki tat-
koku bilesiklerinin onciilii olarak bilinen valin, 16sin, izolésin, fenilalanin, tirozin, triptofan
ve metiyoninin degradasyonunu baslatmaktadir (Cizelge 2.3°te ¢esitli katabolitler ve aroma

notalar1 goriilmektedir).
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Cizelge 2.3. Cheddar peynirinden izole edilen laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen
aminoasit katabolitleri [44]

Katabolik iiriinler Onciil aminoasitler =~ Aroma notasi

2-Metil propanoik asit ~ Valin Ransit tereyagi, ter kokusu, tatli, elma benzeri
2-Metil-1-propanol Valin Keskin, alkol, sarap benzeri

2-Metil propanal Valin Malt

) o ) Peynirimsi, ter kokusu, ¢orap kokusu, ransit,
3-Metil biitanoik asit Losin
fekal, ciirlimiis meyve

3-Metil-1-butanol Losin Meyvemsi, alkol, ¢oziicii benzeri,
3-Metil biitanal Losin Bitter ¢ikolata, malt

2-Metil biitanoik asit [zol6sin Meyvemsi, mumsu, ter-yag asidi kokusu
2-Metil-1-biitanol [zolosin -

2-Metil biitanal [zolosin Bitter ¢ikolata, malt

3-(Metiltiyo) propanal  Metiyonin Pismis/haslanmig patates
3-(Metiltiyo) propanol  Metiyonin Pismis/haslanmig patates
Metantiyol Metiyonin/sistein Lahana, haglanmis lahana, kiikiirtli
Metil siilfit Siilfiir igeren Lahana, kiikiirtli

Dimetil disiilfit Siilfiir igeren Sogan

Dimetil tristilfit Stulfiir iceren Sarimsak

Dimetil tetrasiilfit Sulfiir iceren Lahana

Asetofenon Fenilalanin Badem, kiifli, tutkal

Benzaldehit Fenilalanin Badem, ac1 badem

Fenil asetaldehit Fenilalanin Gl benzeri, menekse benzeri
Feniletil alkol Fenilalanin Temiz olmayan, giil, menekse benzeri, bal
Fenil asetik asit Fenilalanin Cigeksi, giil benzeri, plastik

Fenol Tirozin Ilag benzeri

p-OH-fenil aldehit Tirozin -

p-OH-fenil laktat Tirozin -

p-OH-fenil asetat Tirozin -

p-Kresol Tirozin Temiz olmayan, ilag benzeri

Indol Triptofan Temiz olmayan, naftalin

Skatol Triptofan Temiz olmayan, naftalin
Benzaldehit Triptofan Badem
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Aminoasitlerin laktokoklar tarafindan parcalanmasinda rol oynayan aminotransferaz
enzimlerinin inaktivasyonunun, peynir olgunlagsmasi esnasinda aroma olusumunu azalttig

belirlenmistir [58].

Kimozin

. Plazmin
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Kimozin Peptidazlar .
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Sekil 2.4. Siit proteinlerinin degradasyonu sonucu olusan tat-koku bilesikleri [44, 59]

Genellikle, aromatik  silfir  bilesiklerinin ~ biiyiik  ¢ogunlugu  metiyoninden
kaynaklanmaktadir [60]. Metiyoninden metantiyol olusumuna yol agan iki enzimatik
yolun, laktokoklarda var oldugu kabul edilmektedir (Sekil 2.5) [44]. a, y eliminasyonu ile
gerceklesen metiyonin katabolizmasi yolunda, bir liyaz, metiyoninin deaminasyonunu ve
demetiltiyolasyonunu es zamanli olarak katalize etmekte ve reaksiyon metantiyol ve a-keto
biitirik asitin olusumuyla sonu¢lanmaktadir. Hem bir sistatiyonin B-liyaz hem de bir y-
sistatiyonin liyaz enzimi Lactococcus lactis'ten saflastirilmis ve karakterize edilmistir [61,
62]. Bununla birlikte, bu enzimlerin her ikisinin de metiyonin iizerindeki aktivitelerinin
nispeten diigiik oldugu belirtilmistir [44]. Diger potansiyel yol ise, metiyoninin 4-metiltiyo-
2-oksobiitirik asite transaminasyonuyla baglatilmaktadir. Laktokoklardan karakterize
edilen aromatik aminotransferazlar metiyonin {izerinde 6nemli aktivite sergilemektedir

[55, 57].
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Sekil 2.5. Peynirin olgunlagmasi siiresince mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilen
metiyonin degradasyonu [44]

Metantiyol kolaylikla dimetil disiilfit ve dimetil trisiilfite yilikseltgenmektedir (Sekil 2.5).
Bu bilesiklerin olusumu dogrudan metantiyol igeriginin bir sonucudur ve peynirin diisiik
redoks potansiyeli tarafindan ayarlanmaktadir. Ayrica, dimetil siilfit ve dimetil tristilfitin

onemli aroma bilesikleri oldugu literatiirde belirtilmistir [44].

2.3.5 Bakteriyel Gelisim Siiresince Redoks Potansiyelinin Degisiminde Rol Oynayan
Mekanizmalar

Laktik asit bakterisi ile inokiile edilmis bir ortamin redoks potansiyelinin diismesi ile ilgili
birgok teori ileri strilmistir [25, 35, 37, 63]. L. lactis’in siitiin Ep’sini diisiirme
yeteneginin temel olarak oksijenin indirgenmesiyle ilgili oldugu disiiniilmektedir [25].
Jeanson ve ark.’1t [25], siitlin Ep degerinin, ancak ¢oziinmiis haldeki oksijen L. lactis
tarafindan tiiketildikten sonra diistiigiinii géstermistir. L. lactis, ETS’yi kodlayan genlere
sahip olmasina ragmen, hem grubunun biyosentez genini icermedigi i¢in gelisim ortamina
hem grubu eklenmediginde oksijenli solunum yapamamaktadir. Hem grubunun
yoklugunda, O;’nin HyO’ya indirgenmesi, biiylik olasilikla NADH oksidaz (NOX)
NoxE’ye bagli olarak gergeklesmektedir. Ayrica, L. lactis H,O;’yi H,O’ya indirgeyen,
H.0,-olusturan NADH oksidaz (AhpF) ve peroksiredoksinden (AhpC) olusan alkil
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hidroperoksit rediiktaz (AhpR) sistemini i¢ermektedir. AhpR sistemi, O,’nin H,O’ya
indirgenmesinde de rol oynayabilmektedir [35]. Ancak, oksijen igermeyen siit (azot ile
doyurulmus) hala pozitif E, degerine sahipken, L. lactis ile fermente edilmis siitiin Ej
degeri -220 mV civarindadir [25]. Bu durum, L. lactis’in oksijenin yaninda siitte bulunan
diger yiikseltgen bilesikleri de indirgedigini gostermektedir [35]. Tachon ve ark.’1 [35], L.
lactis’in elektron tasima zincirinin (ETS) fonksiyonel bir kismimnin temel olarak,
menakinonlar ve membran NADH dehidrogenazlardan (NoxA ve NoxB) olustugunu ve
bunun, siite eklenen tetrazolyum viyoletin indirgenmesinden sorumlu oldugunu
bildirmislerdir. NoxA ve/veya NoxB, elektronlar1 hiicre i¢i NADH’den hiicre
membranindaki menakinonlara iletmektedir. Bu, hiicre yiizeyindeki veya hiicre
membranindaki tetrazolyum viyoleti indirgemektedir. Bu sonuglar, ETS’nin siitlin
indirgenmesinde gorev rol oynayabildigini gostermektedir. Yine ayni calismada, siitiin
indirgenmesinde etkili olan birinci mekanizmanin NADH oksidaz (6zellikle NoxE)
tarafindan ¢6ziinmiis oksijenin kullanilmasi oldugu, ikinci mekanizmanin ise oksijenden
bagimsiz oldugu ve oksijen disindaki yiikseltgen bilesiklerin ETS tarafindan indirgendigi
belirlenmistir (Sekil 2.6). Dahasi, L. lactis suslarmin indirgeme aktivitesinin oldukga
bliytik farklilik gosterdigi ve bunun, fermente siit iiriinlerinin Ep’sinin kontrolii i¢in starter

se¢iminde bilyiik 6nem tasidig: bildirilmistir [35].

Oks

Here o [0, o Jows | Red,]‘

Sitoplazma NADH  NAD+

(o) ey )
7

NADH NAD+

Sekil 2.6. L. lactis tarafindan gergeklestirilen siitiin indirgenmesinde rol oynayan
mekanizmalarin sematik gosterimi [35] (Nox AB, membran dehidrogenazlar NoxA ve
NoxB; NoxE, NADH oksidaz; AhpR, alkil hidroperoksit rediiktaz sistemi; OKks,
yiikseltgenmis bilesikler; Red, indirgenmis bilesikler; MK, yiikseltgenmis menakinonlar ve
MKH2, indirgenmis menakinonlar)
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Michelon ve ark.’mn [63] yaptiklart ¢alismada, L. lactis’in oksijeni uzaklastirilmis Man-
Rogosa-Sharp (MRS) besiyerinin Ep;’sini (pH 7°deki redoks potansiyeli) 200 mV’den -200
mV’ye diislirebildigini belirlenmistir. Ayn1 ¢calismada, laktik asit fermantasyonu siiresince
gerek yiikseltgen bilesiklerin tiiketilmesinin gerekse indirgen bilesiklerin ortama
salimmasinin bakteriler tarafindan Ep;’nin distiriilmesi ile ilgili olmadiklart bildirilmistir.
En diisiik Ep7 degerine ulasildiktan sonra, bakteri hiicreleri kiiltiir ortamindan filtrasyon ile
uzaklastirilmis ve L. lactis’in ti¢ farkli susu i¢in, filtratlarin Olglilen En; degerlerinin
baslangigta Olciilen steril MRS besiyerinin Ep; degerinden farkli olmadigi bulunmustur.
Bakteriyel hiicre ylizeyinde yer alan tiyol gruplarinin, platin elektrot ve bakteri arasindaki
akim degisimini saglayan temel bilesen oldugu ileri siiriilmiistiir. Tiyol gruplari L. lactis’in
dis yiizeyinde bulunan proteinlerde yer almaktadir. Tiyol gruplar1 6zellikle proteinlerdeki
sisteinde bulunmaktadir. Bu sonugclar, ekzoproteinlerin (membran proteinleri veya hiicre
duvar1 proteinleri gibi) redoks potansiyelinin diismesinde rol oynadigini gostermektedir
[63]. Yapilan bir baska c¢alismada, LAB’nin indirgeme kapasitelerinin, gelisimleri
sliresince tiretilen indirgen molekiillere dayandigi ileri stirilmiistiir [37]. Son olarak,
Larsen ve ark.’1 [64], oksijenin tiikkendigi anda redoks potansiyelinin diisiisiiniin en yiiksek
oldugunu ve ardindan, son redoks degerine daha kademeli bir diislisiin gerceklestigini
gostermis ve bu durumun, indirgenme prosesinde hem oksijenin hem de biyolojik

faktorlerin rol oynadigini belirtmistir.

2.4 Siitiin Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyeli

Hava ile dengede bulunan siitiin (pH 6.6-6.7) Ej, degeri genellikle +250 mV ile +350 mV
arasinda degismektedir. Siitiin redoks potansiyelini etkileyen temel faktor ¢oziinmiis halde
bulunan oksijenin konsantrasyonudur. Siit memede salgilandiginda oksijen igermemektedir
ancak, hava ile dengede iken oksijen igerigi yaklasik 0.3 mM’dir. Anaerobik olarak sagilan
stitiin, mikrobiyel gelisim sonucu ¢dziinmiis haldeki oksijeni tiikenen siitiin veya O, igerigi
diger gazlarla yer degistirilmis siitiin redoks potansiyeli ¢oziinmiis oksijen iceren siitten
daha distiktiir [4]. Sitin su disindaki yag, laktoz ve protein gibi temel bilesenlerinin,
stitiin redoks potansiyeli {izerinde direkt etkisinin goreceli olarak c¢ok diisiik oldugu ve
stitteki temel redoks sistemlerinin laktat-piriivat, askorbat ve riboflavini igerdigi
belirtilmistir [65]. Cizelge 2.4, siitte bulunan bazi redoks sistemlerini gostermektedir.
Standart potansiyel tek basina belirleyici degildir. Ciinkii her bir redoks sisteminin
konsantrasyonu, yiikseltgenmis veya indirgenmis farkli standart potansiyellerin sisteminin

kapsamini belirlemektedir. Dahasi, konsantrasyon Ep’nin oksidanlar gibi katkilara olan
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duyarliligini, diger bir deyisle, “poising kapasitesi”ni belirlemektedir [66]. Siit gibi gergek
sistemler, redoks potansiyelindeki degisime diren¢ gosterme kapasitesine sahip
olabilmektedir ve bu tamponlama kapasitesi “poising kapasitesi” veya “poising etkisi”
adim1 almaktadir. Poising kapasitesi redoks ciftlerinin toplam konsantrasyonuna ve

indirgenmis ve yiikseltgenmis bilesiklerin konsantrasyonuna baglidir [15, 16, 67].

Cizelge 2.4. Siit i¢in 6nemli olan baz1 redoks sistemlerinin standart redoks potansiyelleri
(Eo) ve taze siitteki konsantrasyonlar1 (T=25 °C) [22, 60, 66]

Redoks Sistemi n® Eo (pH 6.7°de) (mV) Konsantrasyon (mg/L)

Oksijen +818

Fe'/Fe® 1 +770 0.3-0.6"
Cu*/Cu®* 1 +150 <0.5
(Dehidro)askorbat 2 +70 18-31°
Riboflavin 2 -200 1.5-2.0
Laktat/piriivat 1 -160 “
Sistein -340 300-1000
Zn*/zn* 2 -762 4.0-4.5
Metilen mavisi 2  +200 11°

# Herbir molekiil i¢in transfer edilen elektronlarmn sayisi.

® Muhtemelen sadece kismi tersinir.

¢ Pastdrize siitte bu konsantrasyondan %50 daha az olmaktadir.

9 Taze siitte tersinmezdir. Aktivitesi ve konsantrasyonu bakterilere bagldir.
¢ Metilen mavisi indirgeme testindeki konsantrasyon (uEg/L).

Taze siitiin askorbik asit icerigi yaklagik 11.2—17.2 mg/L’dir. Siit memeden ¢iktig1 anda
askorbatin tamami indirgenmis formdadir, ancak dehidroaskorbata tersinir oksidasyonu
pH, sicaklik ve Cu, Fe ve Oz’nin konsantrasyonuna bagl bir hizda ger¢eklesmektedir [4,
65]. Dehidroaskorbat, sulu sistemlerde hidrate hemiketal olarak bulunmaktadir. Tersinmez
olan dehidroaskorbatin lakton halkasinin hidrolizi sonucunda 2,3-diketogulonik asit
olusmaktadir (Sekil 2.7). Siitteki askorbat/dehidroaskorbat sistemi oksijen igermeyen siitiin

redoks potansiyelini yaklagik 0.0 mV’de stabilize etmektedir [4].
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Askorbik asit

Rediiksiyon ‘ Oksidasyon
CHy0H
H—C—0OH
o
P H,0 CHiOH
H _— H—C—0H
o o H—C—0OH
COOH
Dehidroaskorbik asit \c—c/
[
o 0
H,0
2,3-Diketogulonik asit
™
H—C—OH

Hidrate hemiketal form

Sekil 2.7. Askorbik asit ve tiirevlerinin kimyasal yapisi [4]

Stitteki riboflavin de tersinir olarak yiikseltgenebilmektedir. Ancak, siitteki konsantrasyonu
(yaklasik 4 puM), siitiin redoks potansiyelini 6nemli diizeyde etkilemek i¢in oldukca
distiktiir [4, 65]. Cok diisiik konsantrasyonda bulundugu i¢in laktat-piriivat sisteminin
(enzim katalizli olmadikga tersinir degildir) siitiin redoks potansiyeli izerindeki etkisinin
onemli olmadig: diisiiniilmektedir. Diisiik molekiil agirligina sahip tiyoller (serbest sistein
gibi) de konsantrasyonlarmin diisiik olmasi nedeniyle siitlin redoks potansiyelini
etkilememektedir. Denatiire olan proteinlerdeki sistein kalintilar1 arasindaki tiyol-disiilfit
etkilesimleri 1s1l islem gérmiis siitlerin redoks ozelliklerini etkilemektedir. Laktozun
serbest aldehit grubu, alkali pH’da karboksilik aside (laktobiyonik asit)
yiikseltgenebilmekte ancak bu sistem pH’s1 6.6 olan siitiin redoks 6zelliklerini ¢ok diisiik

diizeyde katkida bulunmaktadir [4].

Siitiin redoks potansiyeli 1s1ktan ve siitteki oksijen konsantrasyonunun degismesine neden
olan c¢ok sayida proses operasyonlarindan etkilenmektedir. Metal iyonlarinin ilavesi
(6zellikle Cu2+) de redoks potansiyelini etkilemektedir. Siite uygulanan 1s1l islem, temel

olarak f-laktoglobulinin denatiirasyonuna ve oksijen kaybmna bagli olarak redoks
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potansiyelinin diismesine neden olmaktadir [4, 67]. Yapilan bir ¢alismada, siite uygulanan
farkli 1s11 iglemlerin peynirin antioksidan ve prooksidan Ozellikleri {izerindeki etkisi
arastiritlmis ve siite uygulanan 1s1l islemin antioksidan aktivitesini artirdigi belirlenmistir
[68]. Laktoz ve proteinler arasinda gergeklesen Maillard reaksiyonu sonucu olusan
bilesikler de 1sil islem goren siitiin, oOzellikle kurutulmus siit {irtinlerinin Ej’sini

etkilemektedir [4, 69].

Fizikokimyasal acidan, kompleks reaktif bir ortam olan siitte, uygulanan islemler ve
depolama siiresince farkli modifikasyonlar meydana gelmektedir [67]. Siitte oksidasyon
rediiksiyon reaksiyonlarinin neden oldugu temel kimyasal transformasyonlardan bir tanesi
yagin oksidasyonudur. Siit yag globiil membranindaki pozisyonu ve ¢oklu doymamis yag
asitlerinden olusmast nedeniyle, fosfolipitler oksidatif strese duyarli olan temel yag
molekiilleridir [70]. Isik, metalik iyonlar ve oksijen yag molekiillerinin oksidasyonunu
katalizlemektedir. Doymamis lipitlerin oksidasyonuna neden olan faktorler, direkt
oksidasyon ile veya serbest radikal olusumunun etkisi ile siitteki A ve E vitaminlerinin

degradasyonunu artirmaktadir [67].

Siitte mikrobiyel gelisim siiresince gergeklesen laktoz fermantasyonu, redoks potansiyeli
tizerinde major etkiye sahiptir. Buna bagli olarak, peynir ve diger fermente siit iirlinlerinin
redoks potansiyeli negatif degere sahiptir. Redoks indikatorlerinin (resazurin ve metilen
mavisi gibi) indirgenmesi, uygun sicaklikta “indirgenme siiresinin” dl¢lilmesine dayanarak

stitiin bakteriyel kalitesinin indikatorii olarak kullanilabilmektedir [4, 65].

Bakir ve demir, oksidatif proseslerde giiclii katalitik etkilere sahiptir. Bakirin katalitik
etkisi, demirinkinden 100 kat daha yiiksektir [71]. Bu nedenle, siitiin bakir veya demir ile
kontaminasyonun Ey’nin yiikselmesine neden olmaktadir. Reaksiyonun baslangi¢ basamagi
askorbik asidin yiikseltgenmesini igermektedir [65]. Schreyer ve ark.’t [69], redoks
potansiyelinin siitiin organoleptik kalitesinin belirlenmesinde kullanilabilecegini ve siitteki
bakir ve demir konsantrasyonlarmin, siitiin redoks potansiyeli ve okside tat-kokunun

olusumu ile baglantili oldugunu belirtmistir.

2.5 Siit ve Siit Uriinlerinin Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyelinin Kontrol Altinda
Tutulmasi

Oksidasyon rediiksiyon potansiyelinin siitiin kalitesi iizerindeki etkisinin bilinmesine
ragmen, siitte redoks potansiyelinin kontrolii i¢in yapilan ¢aligmalar hala devam etmektedir

[24, 32, 39, 67-69, 72]. Bu amagla, siite kimyasal bilesiklerin [32, 39, 73] veya gazlarin
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[24, 72] ilavesi yapilabilmekte veya siite elektrorediiksiyon islemleri [67, 69]
uygulanabilmektedir. Siite uygulanan 1s1l islemler de En degerini protein denatiirasyonu ve
oksijen kaybina bagl olarak diislirebilmekte ancak, siitiin duyusal 6zelliklerini ve besinsel

degerini olumsuz etkilemektedir [67, 74].

Literatiirde, ditiyotreitol, potasyum ferrisiyanid, sodyum borohidrit, sistein gibi kimyasal
bilesikler [38, 39, 75], siit iriinlerinin redoks potansiyelini kontrol altina almak igin
kullanilmistir [32]. Ancak, ¢ok az ¢aligmada, redoks ajanlarinin peynire ilavesi lizerinde
calistlmistir [32, 43, 76-78]. Biitirik asit fermantasyonunu Onlemek i¢in Edam peyniri
iiretiminde siite nitrat, nitrit veya klorat gibi yiikseltgen ajanlar ilave edilmis ve sonug
olarak, Epnin disiisii geciktirilmistir [77, 79]. Ancak, Galesloot [80], biitirik asit
bakterilerinin yoklugunda, nitratin Edam peynirinin redoks potansiyeli {izerinde herhangi

bir etkisinin bulunmadigini bildirmistir.

Peltola ve Antila’nin [76] yiikseltgen tuzlarin (KNO3; ve KCIO3), redoks potansiyeli ve
Emmental peynirinin olgunlagmasi tizerindeki etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, KNOj3 tek
basina veya KCIlOgz ile birlikte eklendiginde Ep’yi yiikselttigi, ancak KClO3’lin tek bagina
kullanildigr durumda redoks potansiyelini diisiirdiiglinii tespit etmislerdir. Ayn1 ¢alismada,
KNOjs’lin tek bagina proteazlar {lizerinde etkisi gozlenmezken, yiiksek miktarda
eklendiginde propiyonik asit bakterileri tarafindan  gergeklestirilen aminoasit
deaminasyonunun geciktigi belirlenmistir [76]. Bu konuda yapilan bir bagka ¢alismada,
KNO3;, KCIO; ve KCIO, gibi yiikseltgen ajanlarin peynirin redoks potansiyelini yiliksek
degerlerde tutmakta oldugu ve ozellikle, olgunlasmanin besinci ayindan sonra proteoliz
miktarmi diislirdigli bildirilmistir. Ayrica, ayn1 ¢calismada KCN’nin proteoliz veya redoks

potansiyeli tizerinde etkisi bulunmadig belirtilmistir [81].

Yapilan bir ¢aligmada, ditiyotreitol, glutatiyon veya sistein gibi indirgen ajanlar, Cheddar
peyniri {iretiminin baskilama basamagindan énce peynir pihtisina eklenmistir. indirgen
ajanlarin ilavesinin, redoks potansiyelinin kontrol peynirine goére daha diisiik olmasina ve
olgunlagmanin {igiincii aymnda yiiksek konsantrasyonda hidrojen siilfit ve metantiyol

tiretimine neden oldugu belirlenmistir [43].

Caldeo ve ark.’in [32] yaptig1 calismada, oksidasyon rediiksiyon potansiyelinin Cheddar
peynirinin olgunlagsmas1 tiizerindeki etkisini belirleyebilmek i¢in, Cheddar peyniri
iretiminin  tuzlama basamaginda yiikseltgen ve indirgen ajanlarin  ilavesi

gerceklestirilmistir. Olgunlasma siiresince, redoks potansiyelinin peynirin tat-kokusunun
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gelisimini etkiledigi belirlenmistir. Peynirde, aroma bilesiklerinin 6zellikle ucucu siilfiir
bilesiklerinin stabilitesi i¢in negatif redoks potansiyelinin gerekli oldugu bildirilmistir.
Indirgen ajanlar kullanilarak iiretilen peynirlerin ucucu bilesiklerinin, yiikseltgen ajanlar
kullanilarak {iiretilen peynirlerden temel bilesen analizi ile belirgin sekilde ayrildigi tespit
edilmistir. Ayrica, indirgen ajanlar iceren peynirler siilfiir bilesiklerinin varligi ile
karakterize edilirken, KlOj3 ile yapilan peynirlerin ¢ogunlukla aldehitler ile karakterize

edildigi saptanmustir [32].

Indirgen ajan olarak sistein veya sodyum siilfit ilavesinin siitiin redoks potansiyelini

diisirmede etkili oldugu ancak, siitiin tat-kokusunu degistirebilecegi bildirilmistir [73, 82].

Redoks potansiyelini modifiye etmek i¢in gaz kullanimi, fermente siit iirlinlerinde bulunan
oksijene duyarli olan suslarin (probiyotikler gibi) canliligini artirmak amaciyla oldugu
kadar siit driinlerinin organoleptik Ozelliklerini g¢esitlendirmek amaciyla da basvurulan
yontemler arasinda yer almaktadir. Probiyotik mikroorganizmalar cogunlukla anaerobiktir.
Giiglii bir yiikseltgen olan oksijen, iiretim ve depolama siiresince redoks potansiyeli ve

probiyotik bakterilerin canliligi tizerinde oldukga biiyiik bir etkiye sahiptir [3, 83, 84].

Larsen ve ark.’in [64] ¢Oziinmiis oksijenin redoks potansiyeli ve siitiin laktik asit
bakterileri tarafindan asidifikasyonu iizerindeki etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, siite
uygulanan oksijen pliskiirtme isleminin LAB’nin rediiksiyon ve asidifikasyon kapasitesini

olumsuz etkiledigi belirlenmistir.

Ebel ve ark.’1 [85], N2 gazi1 ile muamele edilmis siitten iiretilen fermente siit iiriinlerinin ve
ozellikle, Ny-H, gaz karisimini iceren siit ile iiretilen fermente siit {iriinlerinin, depolama
stiresince Bifidobacterium bifidum’un canliliginda meydana gelen 6nemli bir artis ile
karakterize edildigini gostermistir. Ayrica, bu gazlarin yogurt iretiminde kullanimimin S.
thermophilus ve Lactobacillus bulgaricusun canliligini ve fermantasyon kinetiklerini

etkilemedigi yine ayni ¢alismada belirlenmistir.

Martin ve ark.’1 [42], redoks potansiyelinin S. thermophilus ve L. bulgaricus tarafindan
yogurtta aroma bilesiklerinin {iretiminden sorumlu olan metabolik yollar1 hangi diizeyde

etkiledigini aragtirmistir.
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Cizelge 2.5’te verilen gaz kosullarinin aynisi olusturulmustur. Hava ilavesi ile {iretilen
yogurtlardaki asetaldehit ve diasetil konsantrasyonlarinin standart yogurtlara gére daha
yiiksek oldugu ve dimetil siilfit konsantrasyonunun daha diisiik oldugu belirlenmistir. N»
ilavesi ile iiretilen yogurtlardaki asetaldehit konsantrasyonunun hava ile ilavesi ile iiretilen
yogurtlara benzedigi ancak, dimetil siilfit konsantrasyonunun daha diisiik oldugu
bildirilmistir. Son olarak, Nz-H, gaz karigimi ilavesi (indirgen ortam) ile iiretilen
yogurtlardaki diasetil konsantrasyonunun, diger 1t¢ farkli E; ortaminda {iretilen

yogurtlardan 6nemli 6l¢ilide diisiik oldugu saptanmaistir.

Elektroliz, isleme tabi tutulan sivi ile temas halinde olan bir elektrodun yiizeyinde
reaksiyonlarin gerceklesmesini saglayan elektriksel enerjiyi kullanan bir prosestir.
Elektroliz hiicresi, bir iyon degisim membram tarafindan iki béliime ayrilmistir. isleme
tabi tutulacak olan sivi, oksidasyon reaksiyonlariin (elektrooksidasyon) gerceklestigi anot
ile temas halinde veya diger tarafta, rediiksiyon reaksiyonlarmin (elektrorediiksiyon)
gerceklestigi katot ile temas halinde sirkiile olabilmektedir. Membran elektroliz hiicresinin
sematik diyagrami Sekil 2.8’de verilmistir [67]. Bolduc ve ark.’min [67] yaptiklari
caligsmada, siitiin elektrorediiksiyonu sonucunda ¢ok diisiik Ey, degerlerine ulasildig1 ancak,
stitteki bu degisimin depolama siiresince kalici olmadig1 belirlenmistir. Siitiin E, degerinin
yaklasik 5 giin sonra tekrar baslangic degerine geldigi gozlenmistir. Bu durumun, siitte
bulunan poising etkiye sahip tiirlerin, redoks potansiyelinin de§isimine karsi tamponlama

etkisi gostermesinden kaynaklandig bildirilmistir [15, 67].

Schreyer ve ark.’1 [69], siitiin farkli major bilesenlerinin ve 1s1l igslemin, elektrorediiksiyon
stiresince ve sonrasinda redoks potansiyeli iizerindeki etkisini belirlemek i¢in siite bir seri
elektroliz islemi uygulamistir. Siitiin yag igeriginin, elektrorediiksiyon siiresince redoks
potansiyelinin diislislinii etkiledigi belirlenmistir. Benzer sekilde, Pastushenko ve ark.’nin
[86] yaptigi c¢alismada, redoks potansiyelinin siitiin yag icerigi ile birlikte arttig
bildirilmistir. Schreyer ve ark. [69], bu durumu siit yaginin girisim yapmasi ile
aciklamistir. Paslanmaz gelik katot yiizeyinde yagin bulunmasi, redoks potansiyeli ve pH
ile ilgili proseslerin etkinligini azaltmaktadir. Katot ile temas halinde olan indirgenmis
tiirlerin konsantrasyonunun hidroksit olusumu kadar diisiik olmasi protonlarin gog¢iini
engellemektedir. Ayrica, yine ayni c¢aligmada siit proteinlerinin redoks potansiyeli
tizerindeki etkisini belirlemek i¢in ultrafiltrasyon (UF) permeatina elektrorediiksiyon
uygulanmistir. UF permeat1 yag, proteinler ve diger bilesenleri ya ¢ok diisiik diizeyde

icermekte ya da hi¢ icermemektedir. Elektrorediiksiyon uygulanan UF permeatinin redoks
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potansiyelinde meydana gelen diisiisiin, elektrorediiksiyon uygulanan pastorize yagsiz siite
gore daha az oldugu gozlenmistir. Arastirmacilar, bu durumun, proteinlerin
elektrorediiksiyon dncesinde ve sonrasinda redoks potansiyeli iizerindeki etkisinin 6nemli

oldugunu gosterdigini ifade etmislerdir [69].
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Sekil 2.8. Membran elektroliz hiicresinin sematik diyagrami [67]

UF permeatindaki peptitler ve siitteki tiyol gruplari, daha dogru bir ifadeyle kazeinler, -
laktoglobulin ve v-sistein antioksidan kapasiteye sahiptir [69, 87, 88]. Proteinler
antioksidan kapasitesi sayesinde siitiin redoks potansiyelini etkilemekte ve siitteki
konsantrasyonlari ile orantili olarak siitii indirgemektedir [69]. Bazinet ve ark.’nin [89]
sistindeki disiilfit baglarmin ve serum proteinlerinin indirgenmesi iizerinde yaptiklar
calismada, bu proteinlerin elektrot tarafindan saglanan elektronlarin alicist olarak

davrandigini gostermistir.

2.6 Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyelinin Yogurt Uzerindeki Etkisi

Redoks potansiyelinin siit ve siit tiriinlerinin kalitesi tizerindeki etkisi bilinmektedir [6, 24,
31, 32, 42, 67, 69, 72]. Siitiin redoks potansiyelini degistirmek i¢in gaz kullaniminin
fermente siit {irlinlerinin duyusal 6zelliklerini degistirdigini yapilan ¢alismalar gostermistir
[42, 72]. Ancak, bu degisimlerin, redoks potansiyelinin fizikokimyasal olaylar veya laktik
asit bakterileri veya her ikisi Tlizerindeki etkisinden kaynaklanip kaynaklanmadigi
bilinmemektedir [3]. Bu amagla, Martin ve ark.’1 [24], siitiin farkli E, kosullarinda, asit ile

pihtilagtirilmasint etkileyen kimyasal etkenlerin diizeyini belirleyebilmek igin, siitiin
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asitligini glukono-o-lakton (GDL) kullanarak artirmistir. Boylece, E; degisimine duyarli
olan mikroorganizmalarin meydana getirecegi farkliliklar1 Onlemistir. Model asidifiye
yagsiz siit jelleri farkli gazlari igeren kosullarda GDL kullanilarak elde edilmistir.
Yiikseltgen ortam olarak hava, nétral gaz olarak azot (bu sayede oksijen ortamdan
uzaklagtirllmig, ancak Ej, bu kosullar altinda yiikseltgen olarak kalmistir) ve indirgen ajan
olarak da hidrojen kullanilmigtir. Uretimin ardindan uygulanan bu farkli yontemlerin jel
yapisi tizerindeki etkisi viskoelastik 6zelliklerin ve serum ayrilmasinin 6l¢iilmesi ile ortaya
konulmustur. Farkli E, kosullar1 altinda iiretilen her bir jelin goriiniir viskozitesi, GDL
ilavesinden 24 saat sonra pH 4.6’da ve 4 °C’de dl¢iilmiistiir. Jel iiretimi sirasinda kullanilan
gazlarin tlriinlin, jellerin gorlinlir viskozitesi iizerindeki etkisinin Onemli oldugu
belirlenmistir. Ayrica, No-H; gazi kullanilarak Ej, degeri negatife diisiiriilen siitten {iretilen
jelde meydana gelen serum ayrilmasinin diger jellere gore (yiikseltgen ve kontrol) daha

diisiik oldugu bulunmustur [3, 24].

Yapilan bir baska calismada, farkli redoks potansiyeline sahip kosullar altinda, laktik asit
bakterilerinin asit jeli (yogurt) olusumu iizerindeki etkisi arastirilmistir. Arastirmacilar, bu
calismada ekzopolisakkarit iiretimi ve jel yapisi lizerine odaklanmislardir (Cizelge 2.5). Bir
onceki calismada (GDL ile asit jeli liretimi) kullanilan kosullarin aynist olusturulmustur.
Kontrol olarak iiretilen yogurdun ekzopolisakkarit icerigi ile Nz-H; gazi kullamilarak
indirgen E; ortaminda iiretilen yogurdun ekzopolisakkarit igeriginin birbirine yakin
degerlerde oldugu belirlenmistir [72]. Lactobacillus sake 0-1 susu tarafindan
gerceklestirilen optimal ekzopolisakkarit {iretimi i¢in anaerobik kosullarin gerekli oldugu
bildirilmistir [90]. Martin ve ark.’1 [72], gérliniir viskozitenin gaz tiiriinden etkilendigini ve
indirgen ortamin yogurdun goriiniir viskozitesini azalttigini1 belirtmistir. Ayrica, bakteriler
tarafindan tiretilen ekzopolisakkaritlerin yogurdun reolojik 6zelliklerine katkida bulundugu
diisiincesinin aksine, yapilan bazi ¢alismalarda [72, 91] yogurdun viskozitesi ile
ekzopolisakkarit konsantrasyonu arasinda herhangi bir korelasyon bulunmadigi rapor
edilmistir [3]. Ayrica, siitin Ep’sinin indirgenmis degerlere ayarlanmasi ile serum

ayrilmasinin 6nemli dl¢iide azaltilabilecegi bildirilmistir [72].
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Cizelge 2.5. Laktik starterler kullanilarak asitlendirilmis siitiin farkli E, kosullarindaki jel
yapisi karakteristikleri [3, 72]

Siite uygulanan pH Enz (MV) EPS n (Pa.s) Serum

gaz kosullari t=0 t=35 t=0 t=3.5  konsantrasyonu ayrilmasi
saat saat (mg/L) (9/1009)

Hava 6.80 4.6 425 171 63.60 0.046 1.98

Hava ilavesi 6.80 4.6 435 241 15.22 0.046 1.76

N ilavesi 6.81 4.6 285 139 25.29 0.035 1.03

N2-H, ilavesi 6.81 4.6 -345  -309  62.70 0.021 059

2.7 Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyelinin Peynir Uzerindeki Etkisi

Peynir, siitiin temel bilesenlerini korumak amaciyla iiretilen fermente bir siit tirtintidiir [92].
Fermente gidalar, daha uzun raf dmriine sahip olmalarinin yaninda, genellikle arzu edilen
duyusal ozelliklere de sahiptir. Fermente siit iiriinlerinin duyusal o6zellikleri laktik asit
bakterilerinin metabolik aktivitesinin bir sonucudur. Fermantasyon ve laktik asit
bakterilerinin gelisimi, pH 6l¢limii ile dolayli olarak kontrol edilmektedir. Peynir tiretimi
siiresince meydana gelen kimyasal, fiziksel ve mikrobiyolojik degisimlerin ve bu
degisimlerin peynir Kkalitesi tizerindeki etkilerinin dikkate alinmasi, peynir dretimi
siiresince cesitli degisimlerin ilerlemesinin kontrolii igin yararli olmaktadir. Onemli bir
fizikokimyasal parametre olan redoks potansiyeli, pH, sicaklik ve iyonik kuvvet ile birlikte

peynirin mikro ortamini belirlemektedir [31].

Hava ile dengede bulunan siitiin Ey, degeri, pH 6.6 ile 6.7 araliginda, genellikle +250 mV
ile +350 mV arasinda degismekte [4] iken, literatiirde Cheddar peyniri i¢in bu degerin -118
mV ile -126 mV arasinda oldugu [1], baska bir ¢aligmada -90 mV ile -210 mV arasinda

degistigi [5] ve Camembert peyniri i¢in E; degerinin -300 mV ile -360 mV araliginda
oldugu [6] bildirilmistir [7].

Peynirin i¢ kismi anaerobik bir sistemdir ve sadece, zorunlu anaerobik ve fakiiltatif
anaerobik mikroorganizmalarin gelisimini desteklemektedir [9]. Bakteriyel gelisim
stiresince, ortamin redoks potansiyeli diismekte ve redoks potansiyeli/zaman egrisinin
gelisimi, gelisen mikroorganizmalarin tiirii ve aktivitesi tarafindan belirlenmektedir [34,
93]. Peynirdeki indirgenmis ortam, starter bakterilerin gelismesi, kalinti laktozun
fermantasyonu [9] ve hiicre metabolizmasi nedeniyle oksijenin tiiketilmesi sonucu
olusmaktadir [10]. Starter olmayan laktik asit bakterilerinin olgunlasma siiresince redoks

potansiyelinin diigmesinin temel sorumlusu oldugu ve peynirin redoks potansiyelinin
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olgunlasmanin herhangi bir aninda baskin olan tiirlerin veya suslarin belirlenmesinde
onemli bir role sahip oldugu bildirilmistir [7, 33]. Redoks potansiyeli, peynirde, hem
mikrobiyel kaynakli tat-koku bilesiklerinin iiretimini (starter ve/veya NSLAB
metabolizmasi sonucu iiretilen tat-koku bilesikleri) hem de kimyasal kaynakli tat-koku

bilesiklerini (6zellikle ugucu tat-koku bilesikleri) etkilemektedir [7].

Redoks potansiyeli dengeli tat-koku gelisimi igin gerekli olan kosullarin olusmasina
katkida bulunmaktadir [11-13]. Peynirlerde, anaerobik kosullari saglayan diisiik redoks
potansiyelinin dengeli tat-koku olusumu igin gerekli oldugu bildirilmistir [14]. Yapilan bir
calismada, peynirin redoks potansiyelinde meydana gelen degisimler ile aktif tiyol gruplar
arasinda kimyasal bir iligki oldugu belirlenmistir [29]. Siilfidril oksidaz, proteinlerin siilfiir
gruplarii okside etmekte ve korumaktadir. Bu durumun, peynirin redoks potansiyelini ve
tiyol bilesiklerinin stabilitesini, dolayisiyla peynirin kalitesini ve stabilitesini etkiyebilecegi

bildirilmistir [92].

Redoks potansiyelinde meydana gelen degisimler, farkli enzim gruplar1 tarafindan
gerceklestirilen hiicre diizenlemesinde degisimlere neden olmaktadir [94]. Yag asitleri,
ozellikle ¢oklu doymamis yag asitleri yag oksidasyonuna karst duyarhidir. Yiiksek yag
igerigine sahip gidalar arasinda olmasina ragmen, yag oksidasyonu, peynirin olgunlagsmasi
stiresince biiylik bir 6neme sahip degildir. Bu durum, kismi olarak ¢oklu doymamis yag
asitlerin siit yaginda diisiik diizeyde bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Ancak, bu
durumun asil nedeni peynirin diisiik redoks potansiyelinin dogal antioksidanlarin varlig ile

birlikte yag oksidasyonunu engellemesi veya azaltmasidir [44].

Yapilan bir ¢alismada, laboratuvar 6lcekli peynir iiretimi siiresince redoks potansiyelinde
meydana gelen degisimler belirlenmistir. Redoks potansiyeli, Cheddar, Gouda, Emmental
ve Camembert peynirlerinin temsili liretimi siiresince 6l¢iilmiistiir (Cheddar {iretimine ait
veriler Sekil 2.9’da verilmistir). Calismada, redoks potansiyeli, pH ve sicaklik, bir veri
toplayicist ile bagl olan ticari platin elektrot ve Ag/AgCl referans elektrot, kombine
elektrot ve sicaklik sensorii kullanilarak izlenmistir. Baslangigta, molekiiler oksijenin
atmosferden siite diflizyonuna bagli olarak siitiin redoks potansiyeli 0 mV’nin iizerindedir.
Pastorizasyonun, muhtemelen oksijenin kaybina bagli olarak redoks potansiyelinde hafif
bir diisiise neden oldugu bildirilmistir. Ayrica, 1s1l islem siiresince kalsiyum ve fosfatin
kolloidal faza gegisinin yaninda iiretilen H' nedeniyle pH diisiisii ger¢eklesmistir. Starter

ilavesinden sonra, redoks potansiyeli pH ile birlikte azalmistir. Peynir alt1 suyunun drenaji

34



stiresince, pH yavasga 5.4°¢ diiserken, redoks potansiyelinde biiylik bir diisiis meydana
gelmistir ve kiiclik parcalara ayirma basamagina kadar devam etmistir. Bu asama siiresince
ise, teleme kiigiik parcalara ayrildiginda havaya maruz kaldig1 i¢in redoks potansiyeli
artmistir. Ardindan, 12 saatlik presleme siiresince redoks potansiyeli tekrar yaklasik -320

mV’ye diismistiir [7, 31].
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Sekil 2.9. Laboratuvar Olgekli Cheddar iiretimi siiresince zamanin ve peynir yapim
basamaklariin bir fonksiyonu olarak oksidasyon rediiksiyon potansiyelinin degisimi (Ep,
x: standart hidrojen elektrot ile ilgili potansiyel ve ORP, / :platin elektrot-Ag/AgCI
:rgeltierans elektrodu ile pH diizeltmesi yapilmamis direkt dlgiim, |1 pH, m: sicaklik(T)) [7,
En genellikle kalomel referans elektrot ile baglanmis platin elektrot kullanilarak
Olgiilmektedir ve mV olarak ifade edilmektedir [95]. Ayrica, E;, farkli redoks
potansiyellerinde renk degistiren indikator boyalar kullanilarak da belirlenebilmektedir
[27]. Kristoffersen ve Gould [5], peynirin redoks potansiyelini belirlemek i¢in hem
indikator boyalar1 hem de platin elektrot kullanmistir. Ancak, her iki yontemle
gerceklestirilen Olgiimler sonucunda bulunan degerlerin  birbirinden farklt oldugu
belirlenmistir. Galesloot [28], Gouda peynirinin Ey’sini 6lgmek igin elektrotlart peynirin
icine daldirmistir. Ancak, diger arastirmacilar, bu yontemin Cheddar peyniri igin
kullan1ldiginda, elektrotlarla peynir arasinda iyi bir temas saglamanin zor oldugunu bunun
da Ol¢lim sonucunu etkiledigini bildirmislerdir. Bu yontemde, elektrotlar hafifce hareket
ettiginde, redoks potansiyeli degerinin degistigi bildirilmistir [96]. Yine aynmi ¢aligmada,

peynir gibi heterojen ortamlarda Ep degerinin Olgiilmesinin  siipheli oldugu ileri
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stirilmektedir [96]. Buna ragmen, Kristoffersen ve ark. [18], platin elektrot kullanarak
tekrarlanabilir Olgtimler elde etmislerdir. Abraham ve ark.’nin [6] yaptiklar1 ¢alismada,
Camembert peynirinin (tam yagli, yamusak peynir) Ey’sinin 6l¢iimii i¢in mikroelektrotlar
kullanilmistir. Arastirmada, platin ve referans elektrotlar direkt peynirin i¢ine daldirilmis
ve yumusak peynirin redoks Ol¢limii ile ilgili herhangi bir problemle karsilagiimadigi
belirtilmistir. Ancak, sert peynirlerde redoks Ol¢iimii sirasinda, elektrotlar ile peynir
dokusu arasinda olusabilecek muhtemel ¢atlaklarin oksijenin difiizyonunu kolaylastirarak

redoks 6l¢timiinde sorunlara neden olabilecegi bildirilmistir [1].

Bu konuda yapilan bir ¢alisma ile sert bir peynir olan Cheddar peynirinde redoks dl¢limii
tekrarlanabilir olarak gergeklestirilmis ve yine ayn1 ¢alismada, sicaklik, referans elektrot ile
platin elektrot arasindaki uzaklik, platin elektrodun peynir ylizeyinden derinligi gibi
peynirin redoks 6lgiimiindeki farkli parametrelerin etkisi ortaya konmustur [1]. Sekil 2.10,
Cheddar peynirinin redoks potansiyelini belirlemek i¢in kullanilan elektrokimyasal hiicreyi
gostermektedir. Gelistirilen yontemde, kullanilan elektrot ince olup peynir igine oksijen
diflizyonuna neden olmamaktadir. Bu yontem, sert peynirlerin redoks potansiyelinin
Ol¢iimiine olanak saglamaktadir. Ayrica, ayni ¢alismada, peynir iiretimi boyunca kontrol
edilmeyen redoks parametresinin, peynir yapimi ve olgunlagmasi siiresince kontrol altina

alinmasi, olgunlasmanin daha kontrolli  yapilmasmma olanak saglayabilecegi

bildirilmektedir [1].

\/.
|'-ﬁ\'
Y
Al
Epoksi o [
Referans Platin 4 mm ¢apa sahip S 2
lastik tii
elektrot elektrot P P E
n
-
4 ™
Bakir tel, 2 mm ¢ap
_.| |4_ Epoksi
15 mm
Lehim (giimiis) ﬂll
W—c
£
Platin tel, 1 mm ¢ap >3 S
. v
a b

Sekil 2.10. Cheddar peynirinin oksidasyon rediiksiyon potansiyelinin (ORP) dl¢liimiiniin
detaylarim1 gosteren diyagram (a, redoks dl¢limii i¢in kullanilan elektrokimyasal hiicrenin
sematik gosterimi ve b, kendinden kapli platin elektrodun tasarimi) [1]
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Topcu ve ark.’in [1] yaptiklar1 ¢alismada, peynir 6rneginin igine direkt olarak saplamak
icin yeterli incelik ve esneklikte olan kendinden kapli platin ¢aligma elektrodu yapilmistir.
Referans elektrot olarak kalomel elektrot kullanilmis ve g¢evrim 3 M KCI tuz kopriisii ile
tamamlanmistir. Referans elektrot ile calisma elektrodu arasindaki wuzaklik gibi
elektrotlarin fiziksel yonelimleri, redoks potansiyeli dlgiimlerinde, dengeye gelme siiresi
tizerinde onemli bir etkiye sahiptir. Redoks potansiyelinde dengeye ulasmak icin gerekli
olan siire Cheddar peynirinde iki gilindiir ve platin ve kalomel elektrotlar arasindaki
optimum uzaklik 2.5 cm*‘dir. En hizli dengeye gelme siiresi, calisma elektrodu peynirin 5-6
cm i¢ine saplandiginda elde edilmistir. Sicaklik da redoks potansiyeli {izerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir. Potansiyel dengeye ulagmak i¢in gerekli olan en kisa siire oda sicakliginda
(20 °C) elde edilmistir, ancak peyniri 2 giinliik siire boyunca bu sicaklikta tutmanin dlgiim
giivenligi acisindan uygun olmamasi nedeniyle, daha uzun dengeye gelme siiresine
ragmen, redoks Olciimlerini 12 °C’de gergeklestirmenin daha uygun olacagi ayni
aragtirmacilar tarafindan belirtilmistir. Belirtilen 6l¢iim normlarinda Cheddar peynirine ait

redoks grafigi Sekil 2.11°de verilmistir [1].
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Sekil 2.11. Cheddar peynirinin oksidasyon rediiksiyon potansiyelinin 12 °C'de zamanla
degisimi [1]

Topcu ve ark. [1], peynirde gerceklestirilen redoks dl¢limiinde sicakligin etkisinin dnemli
oldugunu, 4 °C’de gergeklestirilen dl¢iilen redoks potansiyeli degerlerinin 12 ve 20 °C’de
Olclilen degerlerden farkli oldugunu belirlemistir. Arastirmacilar, bu durumu iyonik

aktivitenin sicakliga bagli olmasi ile agiklamislardir. Iyonik aktivite, disosiyasyon, aktivite
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katsayilar1 ve ¢ozeltide bulunan iyonlar arasindaki interaksiyonlarin etkisine bagl olarak

sicakliktan etkilenmektedir [97].

Redoks potansiyelinin 6l¢iimii sirasinda, redoks potansiyelinin zamanla arttigi gozlenmis
ve bu durumun, pH’nin dislisiinden ve havanin peynire yavas penetrasyonundan
kaynaklandigi belirtilmistir [98]. Langeveld ve Galesloot [99], olgiim sirasinda hava
difiizyonunun oniine ge¢cmek i¢in elektrotlarin ¢evresinde sivi parafin halkast kullanmistir.
Topcu ve ark. [1], Cheddar peynirinde gerceklestirdikleri redoks 6l¢iimiinde, kendinden
kapli platin elektrotlar1 kullanmis ve bu elektrotlarin yeterince ince oldugunu ve
elektrotlarla peynir arasinda siki bir baglanti bulundugunu, bu nedenle hava diflizyonunu

onlemek i¢in siv1 parafine ihtiya¢ duyulmadigini belirtmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Siit Ornekleri

Calismada kullanilan tam yagl (%15.2) ve yagi azaltilmis (%7.2) Ultrafiltre (UF) Siit
retantant1 (UF siit) Bahgivan Gida San. ve Tic. A.S. tarafindan temin edilmistir. Firmada
yapilan testlerde antibiyotik varlig1 tespit edilmemistir. UF isleminde, ayirim boyutu 10
kDa olan yar1 gecirgen polietersiilfon (PES) spiral membran (Koch Membrane Systems
Inc., Wilmington, MA) kullanilmis ve operasyon basinci yaklasik 4 bar olacak sekilde
ayarlanmistir. UF isleminde konsantrasyon faktorii 3.5 olacak sekilde islem yapilmistir.
Konsantre haldeki UF siit 6rnekleri +4 °C’de transfer edilmis ve UF peynir iiretimleri
Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii’nde gergeklestirilmistir. Ayrica,
calismada kullanilan yaglh ve yagsiz UHT siitlerin piyasadan temin edilen bir markanin

ayni partisinden olmasina dikkat edilmistir.

3.2 Starter Kiiltiirler

Calismada kullanilan kiiltiirler NCIMB (Aberdeen,UK) kiiltiir koleksiyonundan se¢ilmistir.
Suslarin se¢iminde peynirden izole edilmis olmasina dikkat edilmistir. Ayrica, Maysa Gida
San. ve Tic. A.S. (Istanbul, Tiirkiye)’den, ticari olarak kullanilmakta olan tek sus kiiltiirii

temin edilmistir.
= Lactococcus lactis (NCIMB, 10493)
= Lactococcus lactis subsp. lactis 35-C-9 (NCIMB, 700275)
= Lactococcus lactis subsp. cremoris HP (NCIMB, 8662)
= Lactococcus lactis subsp. cremoris IP5 (NCIMB, 700495)
= Lactococcus lactis subsp. cremoris UD459 (NCIMB, 700499)
= Lactococcus lactis subsp. lactis CM41 (Maysa Gida, DVS Kkiiltiir)

3.3 Pihtilastiric1 Enzim
Pihtilastirict enzim olarak fermente buzagi kimozini (Maxiren®, 600 IMCU, DSM Food
Specialties B.V., The Netherlands) kullanilmistir.

3.4 Laktik Asit Bakterilerinin Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

Lactococcus lactis, L. lactis subsp. lactis 35-C-9, L. lactis subsp. cremoris HP, L. lactis
subsp. cremoris IP5 ve L. lactis subsp. cremoris UD459 kiiltiirlerinin {ireme egrilerinin
saptanmasi amaciyla, 12 saat siireyle 30 °C’de MI17 sivi besiyerinde (Merck)

canlandirilmis kiiltiirlerden yararlanilmigtir [100]. Bu canlandirilmis kiiltiirlerden M17 sivi
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besiyerine % 1 oraninda inokiilasyon yapilmustir. Kiiltiirler 30 °C’de 16 saat boyunca
inkiibasyona alinmistir. Her saat basinda 600 nm’de steril besiyerine karsi absorbans
Olgtimii gergeklestirilmistir. Bu amagla Thermo Scientific Evolution 201 UV-Visible
Spektrofotometre (Shanghai, China) kullanilmistir. Ayrica, inkiibasyonun 6. saatinden 12.
saatine kadar 2 saatte bir M17 agara dokme plak yontemi ile kiiltiirel ekim yapilmistir.
Absorbans-zaman grafigine ve kiiltiirel sayim sonuglarina gore bu kiiltiirlerde maksimum
canli bakteri sayisina 12 saatlik inkiibasyon sonunda ulasildig1 belirlenmistir. Bu nedenle,
yapilan ¢alismalarda kiiltiirlerin canlandirilmas1 ve gelistirilmesi islemleri, 30 °C’de 12
saatlik inkiibe edilmeleri ile gergeklestirilmistir. Canli hiicre sayim sonuglari log KOB/mL
(koloni olusturan birim/mL) olarak belirlenmistir. Lactococcus lactis subsp. lactis CM41
ticari DVS kiiltiir olup kiiltiirel sayim sonucunda yaklagik 11 log KOB/g canli bakteri
icerdigi tespit edilmistir. Gerekli seyreltmeler yapilarak yaklasik 9 log KOB/mL olacak

sekilde calismalarda kullanilmistir.

3.5 Laktik Asit Bakterileri I¢in Siitiin Asidifikasyon Egrilerinin Belirlenmesi

Yagsiz UHT siit aseptik kosullar altinda 3 adet 40 mL’lik viallere alinmig ve ardindan, %
0.3’lik H,0; kullanilarak sanitize edilmis 3 adet kombine pH elektrodu (pHC3001-8,
Radiometer analytical, France) viallere daldirilmistir. pH degeri dengeye geldikten sonra
art arda 2 defa canlandirilmis kiiltiir, i¢inde pH elektrodu bulunan yagsiz UHT siite % 1
oraninda inokiile edilmistir. Vialler hava almayacak sekilde kapatilmisg ve 30 °C’deki su
banyosuna yerlestirilmistir. Data logger (Elit 9808, 8 Channel Ion Analysers and Software,
Nico2000 Ltd, London, UK) kullanilarak her 5 dakikada bir 24 saat siireyle pH 6l¢iimii
yapilmistir.

3.6 Laktik Asit Bakterilerinin Siitii indirgeme Kapasitelerinin Belirlenmesi

Yagsiz UHT siit aseptik kosullar altinda 3 adet 40 mL’lik viallere alinmis ve ardindan %
0.3’lik H,O; kullanilarak sanitize edilmis 3 adet kombine Ag/AgCl redoks elektrodu
(InLab® Redox, Mettler-Toledo AG, Switzerland, elektrodun referans sistem dolgu sivis1 3
M KCI olup standart hidrojen elektroda karsi 25 °C’de diizeltme faktorii 207 mV’dir)
viallere daldirilmistir. Redoks potansiyeli dengeye geldikten sonra (yaklagik 5 dk.) art arda
2 defa canlandirilmis kiiltlir, icinde redoks elektrodu bulunan yagsiz UHT siite % 1
oraninda inokiile edilmistir. Vialler hava almayacak sekilde kapatilmig ve 30 °C’deki su
banyosuna yerlestirilmistir. Data logger kullanilarak her 5 dakikada bir 24 saat siireyle
redoks Ol¢iimii yapilmistir. Tim sonuglar, Ej diizeltmesi yapilmadan direkt ORP

(oksidasyon-rediiksiyon potansiyeli) olarak verilmistir.
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3.7 Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyelinin Aminoasit Katabolizmas1 Uzerindeki
Etkisi

3.7.1 Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

L. lactis, L. lactis subsp. lactis 35-C-9, L. lactis subsp. cremoris HP, L. lactis subsp.
cremoris IP5, L. lactis subsp. cremoris UD459 ve L. lactis subsp. lactis CM41 suslari ile
ayr1 ayri1 calistlmistir. L. lactis, L. lactis subsp. lactis 35-C-9, L. lactis subsp. cremoris HP,
L. lactis subsp. cremoris IP5, L. lactis subsp. cremoris UD459 suslar1t M17 sivi besiyeri
kullanilarak 30 °C’de 12 saatlik canlandirma islemine tabi tutulmustur. Ardindan, bu
kiiltiirden % 1 oraninda M17 siv1 besiyerine inokiilasyon gergeklestirilmis ve tekrar 30
°C’de 12 saat inkiibasyona birakilmistir. Son olarak, elde edilen bu kiiltiirden % 1 oraninda
M17 siv1 besiyerine tekrar ekim yapilmis ve 30 °C’de 12 saat inkiibasyona brrakilmustir.
Inkiibasyon sonunda, elde edilen kiiltir 24 °C sicaklikta 4000 g’de 15 dakika
santrifiijlenmistir. Ardindan, siipernatant uzaklastirilmis ve bakteri peleti 2 defa 75 mM
derisime sahip f-gliserofosfat tamponu ile yitkanmustir. L. lactis subsp. lactis CM41 kiiltiiri
liyofilize halde bulundugu i¢in 75 mM [-gliserofosfat tamponu i¢inde siispanse edilmis ve

2 defa ayn1 tampon ile yikanmustir.

3.7.2 Model Sistemlerin Hazirlanmasi
Yukarida hazirlanan bakteri peletleri asagida verilen tampon ortamlarinda siispanse

edilerek kullanilmistir [39]. Bu amagla;

e yiikseltgenmis reaksiyon ortami olarak; 100 mM potasyum fosfat tamponu, 0.05

mM piridoksal 5-fosfat ve 24 mM potasyum ferrisiyanid igeren ¢ozelti (ORP
+390+30 mV) (pH 6.0)

e indirgenmis reaksiyon ortami olarak; 100 mM potasyum fosfat tamponu, 0.05 mM
piridoksal 5-fosfat ve 30 mM ditiyotreitol (DTT) igeren ¢ozelti (ORP -230+20
mV) (pH 6.0)

e kontrol (normal) ortami olarak; 100 mM potasyum fosfat tamponu, 0.05 mM
piridoksal 5-fosfat i¢eren ¢ozelti (ORP +300+30 mV) (pH 6.0)

kullanilmigtir (redoks degerleri herhangi bir diizeltme yapilmadan direkt 6lgiilen degerler

olup, kisaca ORP olarak ifade edilmistir).

Laktik asit bakterileri tarafindan gergeklestirilen aminoasit katabolizmasi sonucunda

iiretilen aroma bilesiklerini saptamak amaciyla, her bir reaksiyon ortamina fenilalanin,
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metiyonin, triptofan ve 16sin aminoasitlerinden, son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde,
ayrt ayri ilave edilmistir. Bdylece, her bir kiiltiir icin 12 farkli reaksiyon ortami
olusturulmustur. Pelet halinde bulunan kiiltiir bu reaksiyon ortamlari i¢erisinde sayisi ~10°
KOB/mL olacak sekilde siispanse edilmistir. Hazirlanan bu siispansiyonlardan, aroma
analizi i¢in GC-MS viallerine (5 mL olacak sekilde 20 mL’lik viallere alinmis ve iizerine
50 uL 40 ppm 2-metil-3-heptanon i¢ standart olarak eklenmistir), redoks potansiyeli ve pH
lgiimii igin uygun viallere (20 mL olacak sekilde 40 mL’lik viallere) alinmis ve 30 °C’de
calkalayici iizerinde inkiibasyona birakilmistir. Tiim vialler hava almayacak sekilde sikica
kapatilmigtir. Ayrica, tim deneylerde kontrol ortami olarak bakteri icermeyen (negatif
kontrol) veya substrat (aminoasit) icermeyen (pozitif kontrol) ortamlar kullanilmistir.
Inkiibasyonun 0., 2. ve 4. giinlerinde &rnekler almmis, SPME-GC-MS ile ugucu
bilesiklerin analizi, ORP ve pH Ol¢iimleri yapilmistir. Ayrica, bakterilerin inkiibasyon

sliresi boyunca canliligini belirlemek icin M 17 agar besiyerine ekim yapilmistir.

3.7.3 SPME-GC-MS ile Ucucu Bilesiklerin Saptanmasi

Ugucu maddelerin ekstraksiyonunda ¢oziiclisiiz teknik kullanilmistir. Bu amagla, yukarida
hazirlanmis olan ve i¢inde 6rneklerin/ i¢ standardin bulundugu GC-MS vialleri, belirtilen
slirelerde inkiibasyondan ¢ikarilmis ve direkt olarak analizde kullanilmistir. Viallerin tepe
boslugunda bulunan ugucu bilesiklerin ekstraksiyonu, SPME CAR/PDMS fiber (75 um, 1
cm, Carboxen/Polydimethylsiloxane, Supelco, Bellefonte, PA, USA) ile otosampler
(ThemoScientific TriPlus RSH, Switzerland) kullanilarak gerceklestirilmistir. Fiber, vial
icinde 40 °C’de 30 dakika tepe boslugunda (headspace) tutulmus ve ugucu maddelerin
adsorpsiyonu saglanmistir. Ugucu maddelerin analizinde ThermoScientific 1SQ-QD GC-
MS sistemi (ThermoFisher Scientific, USA) ve tanimlama igin WILEY ve NIST
kiitiiphaneleri kullanilmistir. Sonuclar ucucu bilesik pik alani/internal standart pik alani

olarak verilmistir. Analiz kosullar1 Cizelge 3.1°de belirtildigi gibi ayarlanmistir.
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Cizelge 3.1. Aminoasit katabolizmasi sonucunda iiretilen ugucu bilesiklerin analizleri i¢in
kullanilan GC-MS kosullar1

Desorpsiyon: SPME fiber 270 °C’de 5 dakika

Enjektor: Splitless mode

Dedektor: ISQ-QD MS

Kolon: TR-WaxMS kolon (60 m uzunluk x 0.25 mm i¢ ¢ap x 0.25
um film kalinlig, ThermoFisher Scientific, Bellefonte PA,
USA)

Tasiyic1 gaz: Helyum (1 mL/dk) akis hizinda

Kiitle arahg: 25-350

Sicaklik program: Sicaklik, 40 °C’de 10 dakika beklemeden sonra, 5 °C/dak
hizla artarak 240°C’ye ¢ikmustir. Bu sicaklikta 15 dakika
bekletilmistir.

3.7.4 Aminoasit Katabolizmasi Calismasindan Elde Edilen Verilere Temel Bilesen
Analizi (PCA) Uygulamasi

Temel Bilesen Analizi (Principal Component Analysis, PCA) Solo 8.1 (Eigenvector
Research, Inc.) programi kullanilarak yapilmigtir. Veriler preprocessing isleminden once
ucucu bilesige ait pik alaninin internal standardin pik alanina orani seklinde
diizenlenmistir. Sirasiyla, verilere birinci tiirev (derece:2) ve mean center preprocessing

uygulanmigtir.

3.7.5 Redoks Potansiyeli ve pH Ol¢iimii

Redoks potansiyelinin 6lgiimii igin kombine Ag/AQCI redoks elektrodu (InLab® Redox,
Mettler-Toledo AG, Switzerland) ve pH 6l¢timii igcin kombine pH elektrodu (pHC3001-8,
Radiometer Analytical, France) kullanilmigtir. Elektrotlar 8 kanal ELIT 9808 ISE/pH
interfaz (data logger) (Nico2000 Ltd, London, UK) ile akuple kullanilmig ve veriler bu
interfaza ait bilgisayar programi kullanilarak kayit edilmistir. Elektrotlar 20 mL reaksiyon
ortami1 igeren 40 mL’lik viallere daldirilmis ve kapagi sikica kapatilmistir. Dengeye
ulastiktan sonra Olgiimler kaydedilmistir. Her analiz 6ncesinde ve sonrasinda redoks
elektrotlar ultra ince aliiminyum oksit tozu ile temizlenmistir. Daha sonra elektrot yiizeyi
saf su ile yikanmigs ve 3 M KCIl c¢ozeltisinde Ol¢iim dogrulugu test edilmistir. Gerekli
goriilmesi durumunda elektrotlar bir siire saf su icinde ultrasonik su banyosunda
bekletilmistir. Ayrica, elektrotlarin (redoks ve pH) dolgu sivilar1 gerekli goriildiigiinde
degistirilmistir. Elektrot gozeneklerinde olasi tikanmalarin 6nlenmesi igin, iireticinin

onerdigi ¢ozeltilerle temizleme yapilmistir. Bu islemler tim deney diizeneginde
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tekrarlanmistir.  Olgiim sonuglar1 direkt ORP (mV) olarak verilmistir. Olgiimler oda

sicakliginda yapilmistir. Olgiim diizenegi asagida goriilmektedir.

.0 O Mk ek N M e e
L T R R S

T G Uk e e b M S e

I e e M M m ow

i Kombine
pH

Kombine elektrot

redoks

elektrot * ¢

Sekil 3.1. Aminoasit katabolizmasinin gerceklestirildigi model sistemlerde redoks
potansiyeli ve pH 6l¢iimii diizenegi

3.7.6 Laktokok Sayim

Model sistemlerden 6rnek alinarak uygun diliisyonlar hazirlanmis ve M17 agar besiyerine
(Merck) dékme plak yontemi ile ekim yapilmustir. Kiiltiirler 30 °C’de 72 saat inkiibasyona
birakilmis ve inkiibasyon sonunda gelisen tipik kolonilerin sayimi gerceklestirilmistir.

Sayim sonuglar1 log KOB/mL olarak verilmistir [100].

3.8 Peynirin Redoks Potansiyelinin Kontrolii i¢cin Kullanilacak Redoks Ajanlarinin
Belirlenmesi

3.8.1 Fermente Siitiin Redoks Potansiyelinin Kontrol Altinda Tutulmasi

Bu c¢aligmada kullanilan indirgen ve yiikseltgen ajanlar ve bunlarin konsantrasyonlar
Cizelge 3.2°de verilmistir. Yagsiz UHT siit aseptik kosullar altinda 6 adet viale alinmis ve
indirgen veya yiikseltgen ajanlar Cizelge 3.2°de belirtilen konsantrasyonda siite
eklenmistir. Ardindan % 0.3’liikk H,O, kullanilarak sanitize edilmis 3 adet kombine redoks

elektrodu ve 3 adet kombine pH elektrodu viallere daldirilmistir.

Redoks potansiyeli dengeye geldikten sonra (yaklasik 5 dakika) su iginde %1 (a/h)
oraninda stispanse edilmis L. lactis subsp. lactis CM41 susu yagsiz UHT siite % 1 oraninda
inokiile edilmistir. Heksoz oksidaz ile yapilan galisma kiiltiir ilavesiz ve kiiltiir ilaveli
olmak iizere iki farkli sekilde gergeklestirilmistir. Vialler hava almayacak sekilde
kapatilmis ve 30 °C’deki su banyosuna yerlestirilmistir. Data logger kullanilarak her 5
dakikada bir 16-24 saat siireyle redoks potansiyeli ve pH 6l¢iimii yapilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan indirgen ve yiikseltgen ajanlar ve bunlarin
konsantrasyonlar1 (%a/h)

Redoks ajanlari Konsantrasyon % (a/h)

Indireen ajanlar

Sodyum hidrosiilfit (Na;S,0.) 0.01 0.025 0.05 0.1
Ditiyotreitol (DTT) (C4H100,S5) 0.01 005 01
Sistein (C3H;NO,S) 0.5 1.0 1.5
L-askorbik asit (C¢HgOs) 005 0.1 0.5
Heksoz oksidaz 0.025

Yiikseltgen ajanlar
Potasyum iyodat (KI1O3) 0.05 0.075 0.1
Potasyum ferrisiyanit (K3[Fe(CN)¢]) 0.05 0.1 0.5

3.8.2 Fermente Yag Azaltilmis UF Siitiin Redoks Potansiyelinin Kontrol Altinda
Tutulmasi

Bir 6nceki calismanin (3.8.1) sonuglarina goére indirgen ajan olarak sodyum hidrosiilfit
(NazS;04) ve yikseltgen ajan olarak potasyum iyodat (KIO3) ile calismaya karar
verilmistir. Calismanin bu boéliimiinde UHT siit yerine yagi azaltilmis UF retantant
kullanilmis olup, kullanilan redoks ajanlar1 ve bunlarin konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3’te
verilmistir. Yag1 azaltilmis UF siit aseptik kosullar altinda 6 adet viale alinmis ve redoks
ajanlart Cizelge 3.3’te belirtilen konsantrasyonda siite eklenmistir. Ardindan % 0.3’lik
H,0, kullanilarak sanitize edilmis 3 adet kombine redoks elektrodu ve 3 adet kombine pH
elektrodu viallere daldirilmistir. Ayrica, bu ¢alismada kullanilan kiiltiirlerin yag1 azaltilmis
UF siitlin redoks potansiyelini ve pH’sini inkiibasyon siiresi boyunca nasil etkiledigini
belirleyebilmek icin (kontrol olarak) siite redoks ajanlar1 eklenmeden sadece Kkiiltiir

inokiilasyonu gerceklestirilmistir.

Redoks potansiyeli dengeye geldikten sonra (yaklasik 5 dakika) su iginde %1 (a/h)
oraninda siispanse edilmis L. lactis subsp. lactis CM41 susu veya M17 siv1 besiyerinde 2
defa art arda 12 saat siireyle canlandirma yapilan L. lactis subsp. cremoris UD459 susu
yag1 azaltilmig UF siite inokiile edilmistir. L. lactis subsp. lactis CM41 susu ile yapilan
caligmalarda % 1 ve % 3 oraninda, L. lactis subsp. cremoris UD459 susu ile yapilan

calismalarda ise % 3 oraninda inokiilasyon gergeklestirilmistir. Vialler hava almayacak
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sekilde kapatilmig ve 30 °C’deki su banyosuna yerlestirilmistir. Data logger kullanilarak
her 5 dakikada bir 16-24 saat siireyle redoks potansiyeli ve pH 6l¢iimii yapilmistir.

Ayrica, kullanilan redoks ajanlarinin ve konsantrasyonlarinin L. lactis subsp. lactis CM41
ve L. lactis subsp. cremoris UD459 suslarinin canliligi tizerindeki etkisini belirlemek igin,
inkiibasyon sonunda M17 agara dokme plak yontemi ile kiiltiirel ekim gergeklestirilmistir.
Kiiltiirler 30 °C’de 72 saat siireyle inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonunda gelisen

tipik koloniler sayima alinmistir [100]. Sonuglar log KOB/g olarak verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan indirgen ve ylikseltgen ajanlar ve bunlarin
konsantrasyonlar1 (%a/a)

Redoks ajanlar Konsantrasyon % (a/a)

Indirgen ajan

Sodyum hidrosiilfit (Na2S;04) 0.05 0.025 0.01

Yiikseltgen ajanlar

Potasyum iyodat (KI1O3) 0.05 0.04 0.03 0.025

3.9 UF Peynir Uretimi Boyunca Redoks Potansiyeli ve pH Degisiminin Belirlenmesi

UF peynir iiretimi siliresince redoks potansiyeli ve pH’da meydana gelen degisimleri
belirlemek icin gerceklestirilen peynir iiretim basamaklar1 Cizelge 3.4’te verilmistir.
Uretimde tam yagl UF siit kullanilmistir. Redoks ve pH dlgiimleri yaklasik 3 giin siireyle
data logger ile kayit edilmistir. Olgiim diizenegi Sekil 3.2°de verilmistir. Her deneme

diizenegi oncesi redoks elektrotun platin yiizeyi temizlenmistir.

Redoks elektrotlari

pH elektrotlar

8 kanal ELIT 9808
ISE/pH interfaz (data
logger)

Sekil 3.2. UF peynir iiretimi siiresince redoks potansiyeli ve pH’da meydana gelen
degisimleri belirlemek i¢in olusturulan 6l¢lim diizenegi
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Cizelge 3.4. UF peynir tiretimi boyunca redoks potansiyeli ve pH degisiminin belirlenmesi

Uretim . ]
K1 11 Y1 K2 12 Y2
Basamaklar
Pastorizasyon 75 °C, 5 dakika
Sogutma 45°C
Kaplara dolum 120 g
Redoks - % 0.01 % 0.025 - % 0.01 % 0.025
ajanlarinn ilavesi (Yoa/a) (Yoa/a) (Ya/a) (%a/a)
Na,S,0,4 KIO; Na,S,0, KIO;
Kiiltiir ilavesi L. lactis subsp. lactis CM41 L. lactis subsp. cremoris UD459
(35 °C’de) (3.6 mL (%1 a/h) bakteri (3.6 mL kiiltiir / 120 g UF siit)
stispansiyonu / 120 g UF siit)
Koagiilant ilavesi Maxiren®, 600 IMCU (DSM Food Specialties B.V.), 9uL
Redoks ve pH Ag/AgCl redoks elektrotlar1 (InLab® Redox, Mettler-Toledo AG)
olciimii Kombine pH elektrodu (pHC3001-8, Radiometer analytical)
Data logger (Elit 9808, 8 Channel lon Analysers and Software, Nico2000 Ltd)
Inkiibasyon 33-34 °C’de sogutmal1 su banyosunda (Lauda, RE120)
peynirlerde uygun pH diisiisti gerg¢eklesene kadar (18-26 saat)
Tuz ilavesi 2gtuz 2gtuz 2 gtuz + KIO3 2Qtuz 2Qtuz 2 gtuz + KIO;
% 0.025 % 0.025
(%ala) (%ala)
Yaklasik 2 saat oda sicakliginda inkiibasyon
Sicakhigin + 4 °C°de inkiibasyon
diisiiriilmesi

K1, 11, Y1: L. lactis subsp. lactis CM41 susu kullanilarak yapilan iretim, K2, 12, Y2: L. lactis subsp.
cremoris UD459 susu kullanilarak yapilan iretim (K:Kontrol, I:Indirgen, Y:Yiikseltgen ortam)

3.10 UF Peynir Uretimi ve Olgunlasma Periyodu Siiresince UF Peynirlere Uygulanan
Analizler

3.10.1 UF Peynir Uretimi

Redoks potansiyelinin UF peynirin olgunlagsma karakteristikleri {iizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla iki farkli saf kiiltiir kullanilarak (L. lactis subsp. lactis CM41 ve L.
lactis subsp. cremoris UD459) peynir iiretimi gergeklestirilmistir. Her bir kiiltiir ile kontrol
(K1 ve K2), indirgenmis (i1 ve 12) ve yiikseltgenmis (Y1 ve Y2) olmak iizere alt1 farkli
peynir iretilmistir. UF peynir iiretiminde kullanilan tam yagli UF retentantinin bilesimi
Cizelge 3.5’te verilmistir. UF peynir iiretiminin basamaklar1 Cizelge 3.6’da verilmistir.
Akis planina uygun olarak, tiretimi gerceklestirilen UF peynirlere ait fotograf Sekil 3.3te

verilmistir.
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Cizelge 3.5. UF peynir iiretiminde kullanilan UF retentantinin bilesimi

Bilesim UF retentanti
Kurumadde (%) 32.16+0.59
Briks 31.63+0.32
Yag (%) 15.60+0.00
Protein (%) 10.83+0.11
Laktoz (%) 4.34+0.12

pH 6.5+0.1

ORP (mV) 146.9+8.3

Cizelge 3.6. UF peynir liretim basamaklar1

Uretim . ]
K1 I Y1 K2 2 Y2
Basamaklar
Pastorizasyon 75 °C, 5 dakika
Sogutma 45°C
Kaplara dolum 120 g
Redoks - % 0.01 % 0.025 - % 0.01 % 0.025
ajanlarinn ilavesi (Yoa/a) (%a/a) KIOs (Ya/a) (Yoa/a)
Na,S,0, Na,S,0, KIO;

Kiiltiir ilavesi

(35°C’de)

L. lactis subsp. lactis CM41
(3.6 mL (%1 a/h) bakteri siispansiyonu /

L. lactis subsp. cremoris UD459
(3.6 mL kiiltiir / 120 g UF siit)

120 g UF siit)

Koagiilant ilavesi

Maxiren®, 600 IMCU (DSM Food Specialties B.V.), 9uL

inkﬁbasyon 33-34 °C’de etiivde peynirlerde uygun pH diisiisii gerceklesene kadar (18-26 saat)
Tuz ilavesi 29gtuz 2gtuz 2 gtuz + KlO;3 2gtuz 2gtuz 2gtuz +
% 0.025 (%a/a) KIO; %
0.025
(%ala)
Yaklagik 2 saat oda sicakliginda inkiibasyon
Olgunlastirma + 6-8 °C’de, 90 giin olgunlastirma

K1, i1, Y1: L. lactis subsp. lactis CM41 susu kullanilarak yapilan iretim, K2, 12, Y2: L. lactis subsp.
cremoris UD459 susu kullanilarak yapilan iretim (K:Kontrol, I:Indirgen, Y:Yiikseltgen ortam)

w

Sekil 3.3. Uretimi gergeklestirilen UF peynir drnekleri
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3.10.2 Mikrobiyolojik Analizler

Olgunlagsmanin 1., 7., 30., 60. ve 90. giinlerinde her bir peynir 6rnegi i¢in 6rnekleme
yapilmis ve analizler 4 paralelli olacak sekilde gerceklestirilmistir. Peynirlerden alinan
10’ar g ornek, 90 mL steril trisodyum sitrat (Sigma) ¢ozeltisi (2 g/100 mL, a/h) ile
karistirtlmis ve Stomacher’da (Stomacher 400, Seward Laboratory, England) 2 dakika
homojenizasyon gerceklestirilmistir. Elde edilen slispansiyonun uygun diliisyonlar1 serum
fizyolojik ¢ozeltisi (0.85 g NaCl/100 mL, a/h) kullanilarak hazirlanmistir. Ekim sonuglari
log KOB/g olarak verilmistir.

Laktokok sayimu

Starter laktokoklarin sayimi i¢in M17 agar kullanilmistir. Ekim dokme plak yontemi ile
gerceklestirilmis ve Petri kutusunun 2/3’iinii kaplayacak kadar M17 agar dokiilmiistiir.
Kiiltiirler 30 °C’de 72 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda tipik

koloniler sayilmigtir [100]. Sonuglar log KOB/g olarak verilmistir.
Laktobasil sayim:

Laktobasil sayim1 i¢in, Rogosa agar (Merck) kullanilarak ¢ift katli dokme plak yontemi ile
ekim yapilmustir. Kiiltiirler 30 °C‘de 5 giin inkiibe edilmistir [101].

Peynirlerde koliform aranmast

Koliform grubu bakterilerin varliginin tespiti i¢in, Violet Red Bile (VRB) Agar (Merck)
besiyeri kullanilarak ¢ift katli dSkme plak yontemi ile ekim yapilmistir. Kiiltiirler 37 °C*de

24 saat siireyle inkiibe edilmistir.

3.10.3 Bilesim Analizleri

Olgunlagsmanin 7., 30., 60. ve 90. giinlerinde her bir peynir 6rnegi i¢in drnekleme yapilmis
ve analizler (kuru madde, protein, yag, tuz, titrasyon asitligi) 3 paralelli olacak sekilde
gergeklestirilmistir. Kuru madde tayini gravimetrik yontem kullanilarak 103 °C’de yaklasik
5 saat siireyle tutularak gerceklestirilmistir [102]. Protein tayini Kjeldahl metoduna goére
yapilmistir [103]. Yag analizi Gerber yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir [104].
Titrasyon asitligi analizi TS 591 Beyaz Peynir Standardi‘na gore yapilmistir. Sonuglar %
laktik asit cinsinden verilmistir [105]. Peynir 6rneklerindeki tuz miktar1 potansiyometrik
titrasyon ile belirlenmistir [106]. Peynir 6rneklerinde meydana gelen su salma (peyniralt

suyu ayrilmasi) miktar tartim yapilarak belirlenmis ve % olarak hesaplanmustir.
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3.10.4 Redoks Potansiyeli ve pH Olciimleri

Her analiz 6ncesinde ve sonrasinda redoks elektrotlari ultra ince aliiminyum oksit tozu ile
temizlenmistir. Daha sonra elektrot yiizeyi saf su ile yikanmis ve 3 M KCI ¢ozeltisinde
6l¢tim dogrulugu test edilmistir [1]. Peynirlerin redoks potansiyelinin 6l¢liimii igin kombine
redoks elektrotlar1 peynir kalibinda ¢atlak olusturmayacak sekilde oda sicakligindaki
peynirin orta noktasmna kadar yavasgca daldirilmistir. Ardindan, oksijenle temasini
engellemek i¢in yaklasik 50 °C sicakligindaki % 1’lik agar peynir kalibinin yiizeyinde 1-2
cm’lik bir tabaka olusacak sekilde iizerine dokiilmiistiir. Redoks potansiyeli dengeye
gelene kadar (yaklasik 24 saat) Ol¢iim alinmis ve sonunda denge durumundaki redoks
potansiyeli degeri kaydedilmistir (Sekil 3.4). Bu islem olgunlagmanin ilgili giinlerinde
tekrarlanmistir. Olciim sonunda, elektrotlar Topcu ve ark. [1] tarafindan belirtilen ydnteme
gore temizlenmistir. pH 6l¢limii icin kombine pH elektrodu direkt olarak peynir kitlesinin

icine daldirilmis ve dlgiim almmuistir (Sekil 3.4). Olgiimler oda sicakliginda yapilmustir.

pH elektrotlan Bilgisayar ekrani gériintiisii

8 kanal ELIT 9808 ISE/pH interfaz (data logger)

Sekil 3.4. Uretilen peynirlerde redoks ve pH &l¢iim diizenegi

3.10.5 Proteoliz Diizeyini Belirlemeye Yonelik Analizler
PH 4.6’da ¢oziiniir ve ¢oziinmeyen fraksiyon ekstraksiyonu

pH 4.6°da c¢oziniir ve pH 4.6°da c¢oziinmeyen fraksiyon ekstraksiyonu bazi
modifikasyonlarla Kuchroo ve Fox‘a [107] gore yapilmistir. Ezilmis ve homojen hale

getirilmis peynir 6rneklerinden 7 g alinmis ve lizerine 35 mL oda sicakliginda deiyonize su
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eklenmistir. Bu karigima 12000 rpm’de 1 dakika siireyle homojenizasyon (Heidolph Silent
Crusher M, Germany) yapilmistir. Homojenizatlarin pH’st 2 N HCI ve 2 N NaOH
kullanilarak 4.6‘ya ayarlanmistir. Daha sonra, homojenizatlar 40 °C’de ¢alkalamali su
banyosunda 1 saat inkiibe edilmistir. Ardindan, 4 °C‘de ve 5000 g‘de 30 dakika santrifii]
edilmistir. Whatman No:113 filtre kagidi ile filtrasyon yapilmistir. pH 4.6‘da ¢oziiniir
fraksiyon, pH 4.6’da ¢oziiniir azot tayini, % 12’lik TCA’da ¢oziinilir azot tayini, toplam
serbest aminoasit tayini ve RP-HPLC ile peptit profilinin belirlenmesinde kullanilmak
lizere ayrilmistir. Analiz anma kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir. pH 4.6°da
¢oziinmeyen fraksiyon ise liyofilize edilerek iire-poliakrilamid jel elektroforezi (iire-
PAGE) ve sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS- PAGE) i¢in

hazirlanmustir.
PH 4.6’da ¢oziiniir azot tayini

pH 4.6°da ¢oziinlir fraksiyonun bir kismi Kjeldahl yontemi ile azotlu madde tayininde
kullanilmigtir [104]. pH 4.6°da ¢6ziiniir azotlu (CA) maddeler bazinda olgunlagma indeksi

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaktadir.
Olgunlasma indeksi (pH 4.6‘da CA bazinda) = pH 4.6°da CA / toplam azot*100
% 12°lik TCA’da ¢oziiniir azot tayini

pH 4.6°da ¢oziiniir fraksiyon ile %24°liik trikloroasetik asit (TCA) (Merck) ¢ozeltisi 1:1
oraninda karistirilmis ve 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan, 10000 g‘de 5
dakika santrifiij edilmis ve Whatman No:42 filtre kagidi kullanilarak filtre edilmistir. Daha
sonra, Kjeldahl yontemi ile azotlu madde tayini yapilmistir [104]. TCA‘da (%12’lik)
¢oziinlir azotlu maddeler bazinda olgunlasma indeksi asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmaktadir.
Olgunlasma indeksi (TCA‘da(%12) CA bazinda) = TCA‘da (%12) CA / toplam azot*100
Toplam serbest aminoasit tayini

Peynir  Orneklerindeki  toplam  serbest aminoasit miktarimi  belirlemek igin
trinitrobenzensiilfonik asit (TNBS) yontemi kullanilmigs ve analiz Ardd ve
Polychroniadou’ya [104] gore yapilmustir. Olgiimler, Thermo Scientific Evolution 201
UV-Visible Spektrofotometre (Shanghai, China) ile gerceklestirilmistir.
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RP-HPLC ile peptit profilinin belirlenmesi

Hazirlanan pH 4.6‘da ¢0ziiniir fraksiyon, deiyonize suda hazirlanmis % 0.2 TFA
(trifloroasetik asit, h/h) (Acros Organics) ile 1:1 oraninda karistirilmis ve vortekslenmistir.
Ardindan, 20000 g’de, 25 °C’de 15 dakika siireyle santrifiijlenmistir. Siipernatant HPLC

vialine aktarilmis ve analize alinmistir.

Analiz i¢in, ThermoFinnigan SpectraSystem HPLC sistemi (ThermoFinnigan Inc., CA,
USA) kullanilmistir. Sistem; AS3000 model otosampler (6rnek enjeksiyon miktar1 100 uL,
kolon sicakligi 30 °C), SCM 1000 degazer, P4000 gradyent pompa, UV 6000LP DAD
dedektorden olusmaktadir. Kromatografik ayirim i¢in Phenomenex Jupiter C18 (250 x 4.6
mm, 5 um, 300 A°) (Phenomenex, Torrance, CA, USA) RP-HPLC kolonu kullamlmustir.
Mobil faz A olarak, % 0.1 TFA iceren deiyonize su ve mobil faz B olarak, % 0.1 TFA
iceren far UV grade asetonitril (Merck) kullamlmgtir. Olgiimler 214 ve 280 nm‘de
yapilmistir. Veriler ChromQuest 5.0 yazilimi ile degerlendirilmistir. Eliisyon, gradyent
olarak gergeklestirilmistir [108].

Ure-poliakrilamid jel elektroforezi (Ure-PAGE)

Peynir oOrneklerinde olgunlasma siiresince meydana gelen proteoliz diizeyinin
elektroforetik olarak belirlenmesi i¢in kullanilan tire-PAGE yontemi Andrews [109],
Shalabi ve Fox [110] ve Bulat [8] tarafindan belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.
Liyofilize edilmis pH 4.6’da ¢6ziinmeyen fraksiyon orneklerinden 10 mg alinmis ve 1 mL
elektroforez Ornek hazirlama tamponunda c¢oziilmiistiir. Analizde, sodyum kazeinat
standart olarak kullanmilmigtir. Hazirlanan bu Orneklerden jellere 8 pL yiiklenmistir.
Calismada, Protean II XL dikey jel tnitesi kullanilmistir (Bio-Rad Laboratories Ltd.,
Watford, UK).

Jellere 6rnekler yiiklenmeden dnce 280 V’da 40 dakika on yiiriitme yapilmistir. Ardindan,
ornekler jele yiiklendikten sonra, siralama jeline 280 V, ayirma jeline ise 300 V sabit voltaj
uygulanmistir. Yiriitme tamamlandiktan sonra, Blakesley ve Boezi [111] tarafindan
gelistirilen yonteme gore jeller boyanmustir. Jeller, Agfa Fotolook v3.5 ile kontrol edilen

Agfa Arcus 1200 tarayici kullanilarak taranmistir.
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Sodyum dodesil siilfat- poliakrilamid jel elektroforezi (SDS- PAGE)

SDS-PAGE yontemi bazi modifikasyonlarla Laemmli [112] ve Hayaloglu ve ark. [113]
tarafindan belirtildigi sekilde ger¢eklestirilmistir. Liyofilize edilmis pH 4.6’da ¢6ziinmeyen
fraksiyonlardan 10 mg 6rnek 1 mL 6rnek hazirlama tamponunda (pH 6.8) ¢oziilmiistiir.
Analizde, sodyum kazeinat standart olarak kullanilmistir. Hazirlanan bu 6rneklerden 8 pL
ve sodyum kazeinattan ise 4 pL jellere yiiklenmistir. Calismada, Protean II XL dikey jel
tinitesi kullanilmistir (Bio-Rad Laboratories Ltd., Watford, UK).

Omnekler yiiklenmeden once jellere 200 V’da 40 dakika &n yiiriitme yapismistir. Daha
sonra, Ornekler jele yiiklendikten sonra, 200 V sabit voltaj ile yiirlitme yapilmistir.
Yiiriitme tamamlandiktan sonra, jeller tespit ¢ozeltisinde 60 dakika bekletilmistir.
Ardindan, jeller Blakesley ve Boezi [111] tarafindan gelistirilen yonteme gore boyanmustir.
Jeller, Agfa Fotolook v3.5 ile kontrol edilen Agfa Arcus 1200 tarayict kullanilarak

taranmaistir.

3.10.6 Serbest Yag Asidi Ekstraksiyonu ve Analizi

Peynir 6rneklerinde bulunan serbest yag asitlerinin ekstraksiyonu bazi modifikasyonlarla
De Jong ve Badings‘e [114] goére yapilmistir. Homojen hale getirilmis peynir
orneklerinden 3.0 g alinmis ve 8.0 g susuz sodyum siilfat (Merck) homojen bir karisim elde
edilinceye kadar ezilmistir. Karisimin tizerine 0.3 mL dietil eter i¢inde hazirlanmis 2.5 M
H2SO4, 1 mL internal standart ¢ozeltisi (herbiri 0.5 g/L konsantrasyona sahip pentanoik
asit (Cs:0), nonanoik asit (Cq.), heptadekanoik asit (C17.0)) ve 15 mL dietil eter/heptan (1:1)
karisimi eklenmistir. Bu karisim 1 dakika stireyle vortekslenmis ve 490 g‘de 2 dakika
stireyle santrifiijlenmistir. Ardindan, slipernatant, i¢inde yaklasik 1 g susuz sodyum siilfat
bulunan kaplara aktarilmistir. Daha sonra, santrifiijden sonra altta kalan pelet iizerine 2
defa daha 15 mL dietil eter/heptan (1:1) karisimi eklenmis, vortekslenmis, santrifiijlenmis
ve siipernatantlar toplanmistir. Sonunda hacmi yaklasik 45 mL olan siipernatantlar, heptan
kullanilarak kosullandirilan kat1 faz ekstraksiyon aminopropil kolondan (500 mg/ 3 mL
Strata NH; (55 pm, 70 A®), Phenomenex, California, USA) gecirilmistir. Ardindan, nétral
trigliseritleri kolondan uzaklastirmak i¢in 20 mL hekzan/2-propanol karisimi (3:2, h/h)
gecirilmistir. Kolon dolgu maddesine baglanmis olan serbest yag asitleri, dietil eter icinde
hazirlanmis % 3 formik asit ¢6zeltisinden (h/h) 2.5 mL gegirilerek viallere alinmistir.
Ektrakte edilen serbest yag asitleri ThermoScientific TRACE 1310 GC ile analiz

edilmistir. GC sistemi, otosampler (ThemoScientific TriPlus RSH, Switzerland) ve alev
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iyonlasma dedektoriinden (FID) olusmakta ve ChromQuest 5.0 yazilimi ile kontrol
edilmektedir. Analiz kosullar1 Cizelge 3.7°de verilmistir. Sonuglar mg serbest yag asidi/kg

peynir olarak verilmistir [8].

Cizelge 3.7. Serbest yag asidi analizinde kullanilan GC kosullar1

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

Tasiyici faz: Helyum

Akis hzx: 2 mL/dakika

Split orani: 20:1

Enjeksiyon sicakhigi: 250 °C

Dedektor: FID, 260 °C

Ayirim sicakhig: Kolon sicaklig1 90 °C*den baslatilmis ve bu sicaklikta 1 dakika

bekletildikten sonra 240 °C‘ye ¢ikarilmistir (10 °C/dakika) ve
bu sicaklikta 10 dakika sabit tutulmustur.

3.10.7 Organik Asit ve Seker Analizi

Peynir numunesinden 5 g alinarak 25 ml 0.013 N H,SO, eklenmis ve 3 dakika siireyle orta
hizda homojenize edilmistir (Heidolph, Silent Crusher M). Ornekler daha sonra 4-6 °C’de
10000 g degerinde 20 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant 0,45 pm’lik
naylon filtreden gegirilmis ve 20 pL 6rnek, HPLC’ye enjekte edilmistir [115, 116].

Analizlerde, P4000 model gradyent pompa, AS3000 model otosampler, UV6000 model
PDA (Photo-diode Array Dedector) dedektorden olusan ThermoFinnigan SpectraSystem
HPLC kullanilmistir. Ayrica, seker analizleri i¢in, bu sisteme seri baglanmis olan bir
refraktif indeks (RI) dedektor (Shodex RI-101, Showa Denko, NY, USA) kullanilmistir.
Mobil faz olarak deiyonize suda hazirlanmis 0.013 N H,SO, kullanilmistir.
Kromatogramlar, ChromQuest 5.0 yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir. Sitrik, piriivik,
laktik, formik, ve asetik asit 6l¢limleri 210 nm, orotik, iirik asit ve asetoin Ol¢iimleri 280
nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. Analizler izokratik olarak gerceklestirilmistir [115,
117]. Aymrimda, birlikte ¢ikan organik asit piklerinin hesaplanmasi1 Zeppa ve ark.’na [118]

uygun olarak yapilmistir.

Her bir ornekteki organik asit ve seker miktarlarinin belirlenmesi ve tanimlanmasi igin
yiiksek saflikta standartlar kullanilmistir. Bu amagcla standart olarak kullanilan sitrik asit,

orotik asit, laktik asit, iirik asit, formik asit, asetik asit, piriivik asit, asetoin, laktoz,
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galaktoz ve glukoz Sigma, Fluka veya Merck firmalarindan temin edilmistir. Organik asit

ve seker analizleri i¢in kullanilan HPLC kosullar1 Cizelge 3.8°de verilmistir.

Cizelge 3.8. Organik asit ve seker analizleri i¢in kullanilan HPLC kosullar

Kolon tipi: Rezex ROA H' kolon (300x7,8 mm. ID) (Phenomenex,
USA)

Kolon sicakhgr: 65 °C

Mobil faz: 0.013 N H2S04

Akis hizi: 0.50 mL/dakika

Dedektor: PDA 210 nm ve 280 nm, organik asit analizi i¢in

Dedektor: RI, seker analizi i¢in

3.10.8 Ucucu Bilesiklerin Analizi

Peynirlerin ugucu bilesiklerinin ekstraksiyonu i¢in ¢oziiciisiiz yontem kullanilmigtir. Bu
amacla, 3’er g peynir érnegi 20 mL’lik viallere alimmustir. I¢ standart olarak, 2-metil-3-
heptanon kullanilmistir. Konsantrasyonu 20 ppm olan 2-metil-3-heptanon peynir
orneklerine 80 pl ilave edilmistir. SPME fiber olarak DVB/CAR/PDMS (50/30 pm, 1 cm
stbalefleks fiber, divinilbenzen/ karboksen/ polidimetilsiloksan, Supelco, Bellefonte, PA,
USA ) kullanilmistir. Analizlerde, Boliim 3.7.3’te verilen sistem kullanilmistir. Fiber, 45
°‘C’de 30 dak. dengeye getirilmis vial i¢inde 30 dakika tepe boslugunda tutulmus (45
°C’de) ve ugucu maddelerin adsorplanmasi saglanmistir. Analiz kosullar1 Cizelge 3.9’da
verilmistir[119, 120]. Tanmimlama i¢in WILEY, NIST kiitiiphaneleri ve dis standart
kullanilmistir. Alikonma indeks hesaplamasinda C8-C20 alkan standardi (Supelco,
Bellefonte, PA, USA) kullanilmistir. Sonuglar ucucu bilesik pik alani/internal standart pik

alan1 olarak verilmistir. Analiz kosullar1 asagida belirtildigi gibi ayarlanmistir.

Cizelge 3.9. Ugucu bilesiklerin analizleri i¢in kullanilan GC-MS kosullari

Desorpsiyon . SPME fiber 260 °C’de 3 dk tutulmustur.

Enjektor : Splitless mode

Dedektor : 1SQ-QD MS

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

Tasiyic1 gaz : Helyum, 1 mL/dk akis hizinda

Kiitle aralig: : 35-350 m/z (kiitle/ytik)

Sicaklik programi . 40 °C’de 10 dakika beklemeden sonra, 5 °C/dk hizla artarak

250°C’ye ¢ikmistir. Bu sicaklikta 10 dk. bekletilmistir.
Iyon kaynag sicakhgn ;260 °C
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3.10.9 Tekstiirel Analizler

Enstriimental tekstiir profil analizi (TPA), TA Plus Texture Analyzer (Ametek Lloyd Ins.
Ltd., UK) aleti kullanarak ger¢eklestirilmistir. UF peynir Orneklerinde olgunlagsma
stiresince sertlik, esneklik, cignenebilirlik, pargalanabilirlik, ylizeye yapisabilirlik ve

yapigkanlik 6zellikleri incelenmistir.

Bu amagla peynir 6rnekleri 25 mm cap ve 20 mm yiikseklige sahip silindir halinde
kesilerek, oda sicakliginda analiz edilmistir. Aletin 10 mm ¢apindaki silindir probunun hiz1
0,5 mm/s‘ye ayarlanmistir. Sikigtirma oran1 % 33 olarak belirlenmistir [108]. Tekstiir
analizinde iki ardisik sikistirma islemi uygulanmistir. Elde edilen grafikten, peynir

kitlesinin tekstiir analiz parametreleri belirlenmistir. Bu parametreler asagida agiklanmistir.
Hardness (Sertlik): Ornege birinci sikistirmada uygulanan maksimum kuvvet (N)
Springiness (Esneklik): Birinci sikistirma sonrasi 6rnegin eski halini alma orani (mm)

Gumminess (Parcalanabilirlik): Yar1 kat1 bir gidayr yutmaya hazir hale getirmek icin
gerekli parcalama kuvveti (N)

Chewiness (Cignenebilirlik): Kat1 bir gidayr yutmaya hazir hale getirmek icin gerekli

¢igneme kuvveti (Nmm)

Adhesiveness (Yiizeye yapisabilirlik): Gida ile diger ylizeyler arasindaki ¢ekim kuvvetinin

istesinden gelmek icin gerekli giic (Nmm)
Cohesiveness (Yapigkanlik): Gidayi bir biitiin halinde tutan baglar arasindaki kuvvet [121].

3.10.10 Duyusal Analiz

Uretimi gergeklestirilen beyaz peynirlerin duyusal degerlendirmesi 5 panelist tarafindan
gerceklestirilmis. Peynirler, goriiniis, yapi, koku, tat, toplam kabul edilebilirlik ve acilik
derecesi acisindan degerlendirilmeye tabi tutulmustur. UF beyaz peynir i¢in duyusal
degerlendirme puanlari Ek 1°de verilmistir. Toplam kabul edilebilirlik diizeyleri icin
hedenoik test teknigi uygulanmistir Peynirlerin acilik diizeyleri 4 puan iizerinden
belirlenmistir. Degerlendirmede, 0 puan acilasmanin olmadigini ifade etmekte iken 4 puan

acilasmanin maksimum oldugunu ifade etmek i¢in kullanilmistir [8, 108].
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3.10.11 Istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde, SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) programi kullanilmistir. Calismada analizler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.
Varyanslarin homojenligi Levene testi kullanilarak tespit edilmistir. Varyanslar arasindaki
farkliligin  6nem kontroli ANOVA kullanilarak saptanmistir. Varyans ¢oziimleme
sonuglari, Duncan ¢oklu karsilastirma testleri kullanilarak P<0.05 6nemlilik diizeyinde

degerlendirilmistir.

Temel Bilesen Analizi (Principal Component Analysis, PCA) Solo 8.1 (Eigenvector
Research, Inc.) programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Veriler, preprocessing
isleminden O6nce ugucu bilesige ait pik alaninin internal standardin pik alanina oram
seklinde diizenlenmistir. Verilere, sirasityla birinci tiirev (derece:2) ve mean center

preprocessing uygulanmistir.

Peynirlerin pH 4.6 ¢6ziiniir fraksiyonlariin RP-HPLC kromatogramlarindan elde edilen
verilere temel bilesen analizi uygulanmistir. Bu amagla, uygulanan sayisal modifikasyon
Piraino ve ark.’na [122] gore gerceklestirilmistir. Kisaca, HPLC kromatogramlari (214 nm
icin piklerin yiiksekligi/280 nm i¢in pik alani ve alikonma siiresi) 1’er dakikalik 91 sinifa
ayrilmis ve 5 ile 90. dakikalar arasi kromatogramlar degerlendirmeye alimmigtir. Sinif
genisligi 1 dakika olarak belirlenmigtir. Sekilsel parametre 248.6 olarak ayarlanmigtir.

PCA analiz kovaryans matriks olarak hesaplanmuistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Laktik Asit Bakterilerinin Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

Calismanin bu bolimiinde arastirma kapsaminda kullanilan Lactococcus lactis suslarinin
ireme egrileri ve kapasiteleri belirlenmistir. Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1 incelendiginde, L.
lactis, L. lactis subsp. lactis 35-C-9 ve L. lactis subsp. cremoris UD459 suslarina ait
absorbans degerleri ve canli hiicre sayilarimin (log KOB/mL), L. lactis subsp. cremoris IP5
ve Ozellikle de L. lactis subsp. cremoris HP susuna gore daha yiiksek diizeylerde oldugu
goriilmektedir. Maksimum canli hiicre sayisina L. lactis subsp. lactis 35-C-9 ve L. lactis
subsp. cremoris IP5 suslarinda inkiibasyonun 12. saatinde, diger suslarda ise inkiibasyonun
6. ve 12. saatleri arasinda ulasildigi belirlenmistir. Biitiin bunlara karsilik denenen L. lactis

suslarinin tamaminin inkiibasyonun 12. saatinde 9 log KOB/mL degerine eristigi

saptanmistir.
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T 140
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< cremoris HP
9 0.60
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Sekil 4.1. Calismada kullanilan Lactococcus lactis suslarinin gelisimlerine ait absorbans-
zaman egrisi

Ayrica, ¢alismanin sonraki asamalarinda, kiiltiirlerin logaritmik fazin sonu olan 12. saatte

peletlenerek kullanilmasina karar verilmistir.
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Cizelge 4.1. Lactococcus lactis suslarinin gelisimleri siiresince canli hiicre sayilarinda (log
KOB/mL) meydana gelen degisim

Inkiibasyon Siiresi (saat)

Laktik asit bakterisi (log KOB/mL) 6 8 10 12

L. lactis 9.66+£0.02 9.53+0.04 9.58+0.01 9.51+0.04
L. lactis subsp. lactis 35-C-9 9.40+0.02 9.38+0.01 9.22+0.01 9.78+0.03
L. lactis subsp. cremoris IP5 8.55+0.16 8.66+0.03 8.95+0.13 9.22+0.05
L. lactis subsp. cremoris HP 836+0.03 8.46+0.08 8.64+0.07 8.58+0.06
L. lactis subsp. cremoris UD459 9.06 £0.08 894 +£0.06 9.13+0.11 9.13+0.05

4.2 Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Gergeklestirilen Siitiin Asidifikasyon ve
Indirgenme Diizeylerinin Belirlenmesi

Calismanin bu kisminda, laktokoklarin siitii indirgeme aktivitelerinin ve asidifikasyonunun
belirlenmesi amaglanmistir. Laktokok suslarimin tamaminin siitiin redoks potansiyelini
negatif degerlere diisiirmesine ragmen, suslarin siitii indirgeme aktivitelerinin birbirinden
farklt oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2). Morandi ve ark.’nin [13] yaptigi ¢alismada, siitiin
laktik asit bakterileri tarafindan indirgenmesinin ii¢ fazdan olustugunu ve lag tipi fazda
En7’nin stabil kaldig1 veya ¢ok yavas azaldigi, ikinci fazda Ep;’nin en diisiik degerine
(Enzmin) hizla diistigii ve durgun fazda ise En7’nin en diisiik degerde stabil kaldigi veya ¢ok
az artig gosterdigi bildirilmistir. Buna gore, L. lactis subsp. lactis CM41, L. lactis ve L.
lactis subsp. cremoris UD459 suslarmin siitii indirgeme davraniglari incelendiginde, bu
suslarda lag fazinin oldukga kisa siirdiigli ve diger suslara nazaran hizla negatif redoks
potansiyeli degerlerine ulasildigi gozlenmistir. Caligmada kullanilan suglar icinde,
indirgeme kapasitesi en yiiksek olan kiiltiiriin L. lactis subsp. lactis 35-C-9 (-364.0 mV) ve
en diistik olan kiiltiirtin ise L. lactis subsp. cremoris IP5(-315.1 mV) oldugu saptanmustir.
Ayrica, L. lactis subsp. lactis CM41 susunun asidifikasyon hizinin, ¢aligmada kullanilan
diger kiiltiirlere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Asidifikasyon hiz1 en diisiik olan
kiiltlr ise siitii indirgeme kapasitesi en yiiksek olan L. lactis subsp. lactis 35-C-9 susudur.
Yapilan bir caligmada, asidifikasyon hizi diisilk olan suslarin diger suslara gore daha

indirgen olabildigi bildirilmistir [34].

Bu konu ile ilgili yapilan diger calismalarda da, laktik asit bakterilerinin siitiin redoks
potansiyelini negatif degerlere diisiirdiigli ve alt tiirlerin ve hatta suslarin indirgeme
aktivitelerinin karakteristik bir trend sergiledigi bildirilmistir [11, 13, 33, 34, 64, 123].
Tiirler arasindaki bu farkliligin siitiin rediiksiyonunda rol oynayan bir vitamin olan
menakinonlarin (K, vitamini) tiretimi ile baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir [13, 35,
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41]. Ayrica, L. lactis’in dig yiizeyinde bulunan proteinlerde yer alan tiyol gruplarinin

redoks potansiyelinin diismesinde rol oynadigi ileri stirilmektedir [63].
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Sekil 4.2. Laktik asit bakterileri tarafindan gerceklestirilen siitiin asidifikasyonu ve
indirgenmesi (Mavi egri ORP’ye, kirmiz1 egri pH’ya aittir.)

Brasca ve ark. [34], Enterococcus tiirlerinin ve L. lactis subsp. lactis’in siitii indirgeme
hizinin  streptokoklar ve Lactobacillus tiirlerinin indirgeme hizindan daha yiiksek
belirlemistir. Diger tiirlerle karsilastirildiginda, P. pentosaceus’un indirgeme kapasitesinin

cok diisiik oldugu tespit edilmistir [34].

Cachon ve ark.’nin [11] yaptiklar1 ¢alismada, laktokoklarin maksimum indirgeme hizinin,
streptokoklar ve laktobasillerden yaklasik alt1 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Diger
taraftan, streptokoklarin ve laktobasillerin, laktokoklara gére daha yiiksek asidifikasyon

hizina sahip olduklar tespit edilmistir.
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Morandi ve ark.’nin [13] yaptiklar1 ¢alismada, S. thermophilus diisiik indirgeme kapasitesi
ile karakterize edilirken, L. lactis ve E. faecalis’in indirgeme kapasitesi en yiliksek olan
tirler oldugu bulunmustur. Bu durumun, L. lactis ve E. faecalis’in menakinonlar
tiretebilmesinden, ancak S. thermophilus’un bu bilesikleri sentezleyememesinden

kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir [13, 35, 41].

4.3 Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyelinin Aminoasit Katabolizmas1 Uzerindeki
Etkisi

Serbest aminoasitlerin katabolizmasi sonucunda peynirin tat ve kokusuna katkida bulunan
amonyak, aminler, aldehitler, fenoller, indol ve alkoller gibi bir¢ok bilesik olusmaktadir.
Aminoasit  katabolizmasinin  ilk  basamagini1  dekarboksilasyon,  deaminasyon,
transaminasyon, desiilfiirasyon ve aminoasitin yan zincirinin hidrolizi olusturmaktadir.
Ikinci basamak, temel olarak deaminazlarin aminler iizerindeki etkisine bagli olarak,
birinci basamak sonucunda olusan bilesiklerin (aminler ve a-keto asitler) ve aminoasitlerin
aldehitlere doniisiimiinii igermektedir. Aminoasit katabolizmasinin son basamag ise,
aldehitlerin alkollere indirgenmesi veya asitlere yiikseltgenmesidir. Kiikiirt igeren
aminoasitler ileri diizeyde bir donilisiime ugrayabilmekte ve sonu¢ olarak metantiyol ve
diger siilfir tiirev bilesikleri gibi ¢ok sayida bilesik olusabilmektedir [124]. Serbest

aminoasitlerin katabolizmasi i¢in genel yollar Sekil 2.4’te verilmistir [44, 59].

Dekarboksilasyon, karbondioksitin kaybi ile aminoasitin amine doniisiimiinii icermektedir.
Biyojenik aminler de dahil olmak iizere aminler, serbest aminoasitlerin enzimatik
dekarboksilasyonu yoluyla peynirde iretilmektedir [125]. Tiramin ve histamin, birgok
peynir c¢esidinde bulunan temel aminlerdir ve sirasiyla tirozin ve histidinin
dekarboksilasyonu ile tliretilmektedirler. Her bir aminin konsantrasyonu peynir ¢esidine ve

starter olmayan mikrofloraya (laktobasiller) baglidir [124].

Serbest aminoasitlerin deaminasyonu amonyak ve o-keto asitlerin olusumuna yol
acmaktadir. Amonyak, Camembert, Gruyere ve Comte gibi peynirlerin 6nemli bir
bilesenidir ve Geotrichum candidum ve Brevibacterium linens amonyak iiretiminde temel
rol oynamaktadir. Aminler, oksidatif deaminasyona maruz kalabilmekte ve bunun sonunda
aldehitler tretilmektedir [124, 126]. Neredeyse biitiin aminoasitlere karsilik gelen a-keto
asitlerin Cheddar, Emmental veya Hollanda mavi kiiflii peynirleri, Manchego, Parmesan,
Gouda, Provolone ve Camembert peynirlerinde bulundugu rapor edilmistir. a-keto-3-
metilbiitanoik ve  a-keto-3-metilpentanoik asitlerin yogun peynirimsi aromaya sahip

oldugu bildirilmistir. Ancak, bu asitlerin konsantrasyonu peynirler arasinda biiyiik farklilik
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gostermektedir. Peynirde bulunan o-keto asitler, gaz kromatografisi ile bu bilesiklerin
analizi gli¢ oldugu icin saptanamamaktadir, ancak 2,4-dinitrofenil hidrazon tiirevleri

olusturulduktan sonra analiz edilebilmektedir [124].

Aldehitler aminoasit katabolizmasinin bir sonucu olarak tiretilebilmektedir [45]. Serbest
aminoasitlerin enzim katalizli transaminasyonu bir ara {iriin olan imid olusumuna neden
olmakta ve ardindan imid dekarboksilasyon veya Strecker reaksiyonu yoluyla degrade
olmakta [14, 126] ve aldehit olusmaktadir [45]. Peynir olgunlasmasinin baslangicinda,
disiik pH ile birlikte, aminoasitler aminlere dekarboksile edilmektedir. pH’nin arttigi
olgunlagsmanin sonraki asamalarinda, bu aminler Strecker degradasyonu yoluyla aldehitlere
yiikseltgenmektedir [127]. Peynirde, aldehitler hizla alkollere ve ilgili asitlere
doniistiiriildiigl igin yiiksek konsantrasyonlarda birikmemektedir [128, 129]. Aldehitlerin
Cheddar ve Parmesan gibi peynir ¢esitlerinin tat-kokusuna katkida bulundugu
diigiiniilmektedir [127, 128]. Strecker kaynakli bilesiklerin konsantrasyonlari Cheddar'da
belirli bir esik degerini astiginda temiz olmayan tat-kokunun gelismesine ragmen, peynirde
Strecker yoluyla firetilen bilesiklerin konsantrasyonlari ile serbest aminoasitlerin
konsantrasyonlari arasinda herhangi bir korelasyon bulunmamistir [128]. Fenilasetaldehit,
izobiitanal, 3-metilbiitanal ve metiyonal bu mekanizma yoluyla sirasiyla fenilalanin,
16sin/izolosin, valin ve metiyoninden [51], asetaldehit treonin aldolaz yardimi ile
treoninden ve etanal alkol dehidrogenaz piriivat dekarboksilazdan daha az aktif oldugunda
mayalar tarafindan {retilebilmektedir [126]. Ayrica, benzaldehit, fenilasetaldehitin o-

oksidasyonundan veya sinnamik asitin 3-oksidasyonundan iiretilebilmektedir [130, 131].

4.3.1 Aminoasit Katabolizmas1 Calismasi Siiresince Redoks Potansiyelinin ve pH’nin
Degisimi
Redoks potansiyelinin, laktokoklar tarafindan gercgeklestirilen aminoasit katabolizmasi
izerine etkisini belirlemek amaciyla, reaksiyon ortamlarinin redoks potansiyelleri, redoks
ajanlar1 kullanilarak kimyasal olarak modifiye edilmistir. Cizelge 4.2, Cizelge 4.3, Cizelge
4.4, Cizelge 4.5, Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7°de calisma kapsaminda kullanilan
laktokoklarin 4 giinliik inkiibasyon siiresi boyunca gerceklestirdigi aminoasit katabolizmasi
esnasinda redoks potansiyeli ve pH’da meydana gelen degisimler verilmistir. Model
sistemde indirgenmis redoks potansiyelini olusturmak icin ditiyotreitol (DTT) ve
yiikseltgenmis redoks potansiyelini olusturmak i¢in potasyum ferrisiyanit kullanilmigtir

[39].
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Olusturulan model sistemlerin redoks potansiyellerinin kiiltiirlere ve aminoasitlere gore
degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. Genellikle, kontrol reaksiyon ortamlarmmin redoks
potansiyellerinin susa, aminoasit tiirline ve inkiibasyon siiresine gore degistigi
gozlenmistir. Buna karsin, indirgenmis reaksiyon ortamlariin redoks potansiyeli
inkiibasyon siiresi boyunca negatif degerlerde kalirken, yiikseltgenmis reaksiyon
ortamlarinin redoks potansiyeli ise pozitif degerlerde kalmistir. Benzer sekilde, Kieronczyk
ve ark. [39] yaptiklar1 ¢alismada, redoks ajanlar1 ilave edilmeden gergeklestirilen deneyde,

kontrol ortaminin Eh7’sinin, inkiibasyon, sus ve aminoasite gore farklilik gosterdigini

bildirmislerdir.

Cizelge 4.2. L. lactis subsp. lactis CM41’in aminoasit katabolizmasini gergeklestirdigi
model sistemlerde inkiibasyon siiresince redoks potansiyeli ve pH degisimi

Inkiibasyon siiresi (giin)

0 2 4

Model sistem pH ORP(mV) pH ORP(mMV) pH ORP(mV)
Phe-K 6.02 315.0 6.00 281.9 6.12 -32.5
Phe-i 6.07 -1958 6.02 -1684 6.04 -177.8
Phe-Y 5.96 384.5 5.69 306.9 5.46 294.9
Met-K 6.04 300.1 6.06 -75.5 6.13  -170.1
Met-1 6.04 -1450 6.00 -2196 6.00 -2105
Met-Y 5.95 368.4 5.82 327.5 5.82 329.1
Trp-K 6.04 3115 6.01 181.0 6.12 34.1
Trp-I 6.05 -1378 6.01 -180.1 6.04 -225.8
Trp-Y 5.90 3415 5.70 307.0 5.65 308.6
Leu-K 6.05 312.8 6.00 286.2 6.06 -32.3
Leu-1 6.05 -1379 6.01 -1684 6.04 -1720
Leu-Y 5.97 372.2 5.70 330.9 5.83 332.0
K? 6.07 360.9 5.98 291.5 6.06  -135.2
? 6.05 -1920 6.01 -1784 6.06 -200.5
Y? 5.95 369.9 5.84 332.7 5.84 334.2

Phe, fenilalanin; Met, metiyonin; Trp, triptofan; Leu, 16sin; K, kontrol ortamu; I, indirgenmis ortam, Y,
yiikseltgenmis ortam. a K, 1, Y: Pozitif kontrol verileridir.
Bu agiklama aksi belirtilmedikce ¢alismanin bu boliimiindeki biitiin ¢izelgeler i¢in gegerlidir.
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Cizelge 4.3. L. lactis’in aminoasit katabolizmasini gergeklestirdigi model sistemlerde
inkiibasyon siiresince redoks potansiyeli ve pH degisimi

Inkiibasyon siiresi (giin)

0 2 4
Model sistem pH ORP(mMV) pH ORP(mMV) pH ORP(mV)
Phe-K 6.02 389.6  6.01 101.6 6.06 -99.8
Phe-1 6.02 -240.9  6.00 -203.8 6.05 -215.5
Phe-Y 5.97 4475 590 365.8 5.99 345.6
Met-K 6.04 3743 599 21.2 6.03 -161.4
Met-1 6.00 -2441  5.98 -200.6 6.04 -190.7
Met-Y 5.95 405.0 5.89 340.9 5.93 328.4
Trp-K 6.04 3781  5.98 162.6 6.06 -65.6
Trp-1 6.02 -242.2  6.00 -184.7 6.06 -210.7
Trp-Y 5.83 3306 5.70 305.4 5.76 294.9
Leu-K 6.03 3894 599 115.6 6.02 -51.4
Leu-1 6.02 -240.8  6.00 -185.9 6.05 -194.5
Leu-Y 5.97 428.5 5.91 371.5 6.01 354.8
K 6.00 383.2 599 105.4 6.04 -115.6
I 6.03 -208.9 6.01 -252.4 6.06 -280.5
Y 5.96 4341  5.89 369.6 5.97 349.9

Cizelge 4.4. L. lactis subsp. lactis 35-C-9’un aminoasit katabolizmasini gergeklestirdigi
model sistemlerde inkiibasyon siiresince redoks potansiyeli ve pH degisimi

Inkiibasyon siiresi (giin)

0 2 4
Model sistem pH ORP(mV) pH ORP(mMV) pH ORP(mMV)
Phe-K 6.08 3599  6.06 353.3 6.07 347.3
Phe-i 6.10 -2525  6.06 -238.3 6.05 -202.4
Phe-Y 6.10 360.7 6.04 334.8 6.06 328.3
Met-K 6.07 340.1 6.04 317.9 6.06 330.3
Met-1 6.10 -264.9  6.07 -230.3 6.06 -210.4
Met-Y 6.07 329.8  6.00 305.4 5.97 296.4
Trp-K 6.07 3532 6.04 351.9 6.07 352.2
Trp-I 6.09 -262.1  6.08 -239.3 6.04 -202.9
Trp-Y 5.88 2758 581 268.3 5.74 265.6
Leu-K 6.07 3595  6.05 356.3 6.07 354.6
Leu-1 6.09 -268.7  6.08 -228.0 6.03 -202.0
Leu-Y 6.09 3715 6.03 343.3 6.07 334.7
K 6.07 3588  6.05 3524 6.06 350.7
I 6.08 -339.4  6.06 -337.9 6.02 -271.9
Y 6.10 365.0 6.03 343.0 6.07 332.9
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Cizelge 4.5. L. lactis subsp. cremoris UD459’un aminoasit katabolizmasini gergeklestirdigi
model sistemlerde inkiibasyon siiresince redoks potansiyeli ve pH degisimi

Inkiibasyon siiresi (giin)

0 2 4
Model sistem pH ORP(mMV) pH ORP(mV) pH ORP(mMV)
Phe-K 6.13 3783 6.15 364.4 6.04 342.9
Phe-1 6.10 -170.9  6.07 -168.0 5.98 -157.8
Phe-Y 6.11 4116  6.00 360.5 6.00 350.5
Met-K 6.11 369.3 6.13 341.3 6.00 145.1
Met-1 6.09 -163.8  6.08 -184.1 5.97 -169.5
Met-Y 6.10 3823  6.00 329.1 5.95 3155
Trp-K 6.08 3689  6.12 264.0 5.97 360.8
Trp-1 6.07 -167.2  6.04 -188.9 5.96 -172.5
Trp-Y 591 3105 5.85 282.3 5.70 277.7
Leu-K 6.05 3779  6.13 373.5 5.96 345.0
Leu-I 6.06 -1605 6.04 -181.8 597  -163.4
Leu-Y 6.10 4069 6.13 361.2 6.00 356.4
K 6.11 3806 6.11 360.3 6.06 302.6
I 6.09 -181.9  6.11 -219.8 5.96 -235.4
Y 6.12 397.3 6.12 363.5 6.00 353.0

Cizelge 4.6. L. lactis subsp. cremoris IP5’in aminoasit katabolizmasini gergeklestirdigi
model sistemlerde inkiibasyon siiresince redoks potansiyeli ve pH degisimi

Inkiibasyon siiresi (giin)

0 2 4
Model sistem pH ORP(mMV) pH ORP(mV) pH ORP(mMV)
Phe-K 6.12 430.2  6.10 365.9 6.09 231.4
Phe-1 6.10 -137.8  6.10 -142.9 6.08 -86.9
Phe-Y 6.11 4559  6.06 403.0 6.05 403.1
Met-K 6.12 417.2 6.10 344.3 6.09 169.0
Met-1 6.12 -136.9  6.11 -153.7 6.09 -99.7
Met-Y 6.10 4289  6.01 363.4 5.99 360.9
Trp-K 6.10 4196  6.11 375.4 6.09 269.4
Trp-1 6.11 -149.5  6.09 -149.3 6.08 -87.6
Trp-Y 5.93 357.7 5.84 323.8 5.75 332.2
Leu-K 6.10 431.4  6.12 387.6 6.09 259.8
Leu-I 6.12 -139.7  6.12 -130.3 6.10 -96.4
Leu-Y 6.10 4559  6.09 410.2 6.04 408.9
K 6.12 4288  6.12 354.9 6.12 324.3
I 6.09 -132.0 6.11 -145.6 6.09 -87.4
Y 6.10 459.7 6.08 416.0 6.04 411.5
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Cizelge 4.7. L. lactis subsp. cremoris HP’nin aminoasit katabolizmasini gergeklestirdigi
model sistemlerde inkiibasyon siiresince redoks potansiyeli ve pH degisimi

Inkiibasyon siiresi (giin)

0 2 4
Model sistem pH ORP(mMV) pH ORP(mV) pH ORP(mMV)
Phe-K 6.13 3732 6.12 361.2 6.11 363.8
Phe-1 6.11 -2379  6.08 -173.8 6.10 -163.8
Phe-Y 6.12 4004  6.09 336.8 6.06 333.7
Met-K 6.11 3604  6.06 322.2 6.10 336.9
Met-1 6.11 -231.8  6.06 -180.1 6.09 -167.7
Met-Y 6.07 353.6  6.00 309.8 5.99 303.2
Trp-K 6.10 357.8  6.04 349.2 6.10 345.6
Trp-1 6.10 -229.1  6.05 -174.1 6.08 -161.2
Trp-Y 591 285.2 5.83 2735 5.77 270.5
Leu-K 6.07 3771 6.09 365.0 6.10 363.4
Leu-1 6.11 -238.8  6.06 -182.6 6.08 -165.7
Leu-Y 6.09 4029  6.09 343.1 6.06 342.1
K 6.12 3712 6.12 355.5 6.11 339.0
I 6.10 -183.9  6.09 -190.9 6.07 -180.3
Y 6.12 403.3 6.11 344.9 6.07 343.8

4.3.2 Aminoasit Katabolizmasi1 Calismasi Siiresince Kiiltiirlerin Canlihg:

Reaksiyon ortamlariin redoks potansiyellerini ayarlamak icin kullamilan DTT ve
potasyum ferrisiyanitin ¢aligmada kullanilan konsantrasyonlarinin, suslarin canliligini ve
aktivitelerini etkilemedigi belirlenmistir. Inkiibasyon sonunda, model sistemlerdeki
kiiltiirlerin canliliginda genellikle, yaklagik 1.00-3.00 log KOB/mL’lik bir azalma meydana
gelmistir (Cizelge 4.8, Cizelge 4.9, Cizelge 4.10, Cizelge 4.11, Cizelge 4.12). Bununla
birlikte, L. lactis subsp. cremoris HP susu ile yapilan g¢alismada, model sistemlerin
tamaminda inkiibasyonun 2. giiniinde yapilan ekim sonucu bu susun canlilifini yitirdigi

saptanmustir (Cizelge 4.13).
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Cizelge 4.8. L. lactis subsp. lactis CM41’in aminoasit katabolizmasini gergeklestirdigi

model sistemlerde inkiibasyon siiresince canliligi (log KOB/mL)

Inkiibasyon siiresi (giin)

Model sistem 0 2 4

Phe-K 9.50 +0.00 8.24 +0.04 7.31+0.02
Phe-I 9.42+0.01 8.75+0.02 7.28 +£0.02
Phe-Y 9.56 + 0.02 8.80+0.02 7.24+0.01
Met-K 9.52+0.01 8.67+0.01 7.15+0.01
Met-1 9.61+0.01 8.74 +0.04 7.12 +0.02
Met-Y 9.64 +0.01 8.78 +0.03 7.07+0.01
Trp-K 9.57 +0.00 8.22 +£0.02 7.45+0.01
Trp-1 9.47 £0.01 8.63 +0.00 7.16 £0.01
Trp-Y 9.48 £ 0.01 8.04+0.01 7.11+0.02
Leu-K 9.56 + 0.00 8.13+0.02 7.23+0.01
Leu-i 9.57 +0.00 8.80 +0.02 7.28 +0.02
Leu-Y 9.54 +0.00 8.68 + 0.00 7.19+0.00
K 9.47 £ 0.01 8.26 +0.01 7.29+0.02
I 9.47 £ 0.00 8.67 +£0.01 7.25+0.02
Y 9.55+0.01 8.70+0.01 7.25+0.02

Cizelge 4.9. L. lactis’in aminoasit katabolizmasini gergeklestirdigi model sistemlerde

inkiibasyon siiresince canliligi (log KOB/mL)

Inkiibasyon siiresi (giin)

Model sistem 0 2 4

Phe-K 9.51 +0.02 9.65 + 0.07 8.82+0.01
Phe-1 9.52 + 0.07 9.77 £ 0.04 8.54 +0.04
Phe-Y 9.82 +0.07 9.06 +0.08 8.45+0.03
Met-K 9.51+0.04 9.39+0.01 8.65 + 0.03
Met-I 9.73+0.06 9.33+0.08 7.80 +0.03
Met-Y 9.64 +0.01 9.29+0.00 9.56+0.01
Trp-K 9.46 +0.03 9.28 +0.04 8.22+0.02
Trp-1 9.54 +0.00 9.53+0.02 8.51+0.09
Trp-Y 9.64 + 0.06 9.46 +0.01 7.78 £0.07
Leu-K 9.56 +0.00 9.41+0.02 9.04 +0.05
Leu-1 9.63 +0.05 9.78 £ 0.01 7.86 +0.05
Leu-Y 9.81+0.06 9.39+0.01 8.81+0.02
K 90.37+0.01 9.43+0.09 8.80+0.01
I 9.66 +0.01 9.82+0.08 8.45+0.03
Y 9.45+0.05 9.44 +0.07 9.13+0.03
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Cizelge 4.10. L. lactis subsp. lactis 35-C-9’un aminoasit katabolizmasini gergeklestirdigi
model sistemlerde inkiibasyon siiresince canliligi (log KOB/mL)

Inkiibasyon siiresi (giin)

Model sistem 0 2 4
Phe-K 9.11+0.04 8.86 +0.01 6.07 +0.04
Phe-i 9.23 +0.04 8.85+0.01 6.77 £ 0.01
Phe-Y 9.06 £ 0.03 9.08 + 0.09 7.74 £ 0.02
Met-K 9.13 +0.05 8.94 +0.01 7.51+0.01
Met-1 9.02 +0.02 8.94 +0.01 6.83 +0.04
Met-Y 9.13 +0.08 8.97 +0.02 8.02 +0.02
Trp-K 9.18 £ 0.03 8.83 +0.04 6.19 +0.06
Trp-1 9.21 +0.01 9.04 +0.02 7.15+0.03
Trp-Y 9.00 + 0.00 8.63 +0.08 6.41 +0.05
Leu-K 9.16 £ 0.04 8.73 +0.05 6.17 +0.03
Leu-I 9.21 +0.09 8.97 +0.02 6.71 £0.02
Leu-Y 9.11 +0.04 9.04 +0.03 7.79 £ 0.02
K 9.31 +0.07 8.74 + 0.04 6.32 +0.03
I 9.24 + 0.02 9.03 £ 0.03 7.11+0.02
Y 9.21 +0.04 9.14 +0.01 7.94 +0.01
Cizelge 4.11. L. lactis subsp. cremoris UD459’un aminoasit

katabolizmasini

gerceklestirdigi model sistemlerde inkiibasyon siiresince canliligi (log KOB/mL)

Inkiibasyon siiresi (giin)

Model sistem 0 2 4

Phe-K 8.24+0.02 7.89+0.01 7.15+0.01
Phe-I 8.47+0.12 7.88+0.05 7.35+0.01
Phe-Y 8.21+0.09 7.98+0.09 7.31+0.09
Met-K 8.30+0.09 8.124+0.01 7.8440.03
Met-1 8.39+0.15 8.02+0.07 7.38+0.02
Met-Y 8.29+0.05 8.10+0.00 6.68+0.03
Trp-K 8.20+0.08 6.78+0.04 6.67+0.01
Trp-1 8.3340.10 8.04+0.03 7.44+0.01
Trp-Y 7.69+0.12 5.81+0.05 5.53+0.00
Leu-K 8.24+0.02 7.74+0.04 7.20+0.07
Leu-i 8.34+0.03 7.86+0.01 7.58+0.01
Leu-Y 8.30+0.00 7.98+0.05 7.73+0.01
K 8.33+0.07 8.1240.02 6.96+0.02
I 8.3840.11 7.61+0.19 7.434+0.04
Y 8.25+0.03 7.67+0.03 6.59+0.00
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Cizelge 4.12. L. lactis subsp. cremoris IP5’in aminoasit katabolizmasini gergeklestirdigi

model sistemlerde inkiibasyon siiresince canliligi (log KOB/mL)

Inkiibasyon siiresi (giin)

Model sistem 0 2 4

Phe-K 8.24+0.02 7.89 +0.01 7.15+0.01
Phe-i 8.47+0.12 7.88 +0.05 7.35+0.01
Phe-Y 8.21+0.09 7.98 + 0.09 7.31+0.09
Met-K 8.30 + 0.09 8.12+0.01 7.84 +0.03
Met-1 8.39+0.15 8.02 £ 0.07 7.38 +0.02
Met-Y 8.29 +0.05 8.10+0.00 6.68 + 0.03
Trp-K 8.20 +0.08 6.78 + 0.04 6.67 +0.01
Trp-1 8.33+0.10 8.04 +0.03 7.44 +0.01
Trp-Y 7.69+0.12 5.81+0.05 5.53+0.00
Leu-K 8.24+0.02 7.74 +0.04 7.20 +0.07
Leu-1 8.34 +0.03 7.86+0.01 7.58 +0.01
Leu-Y 8.30+0.00 7.98 +£0.05 7.73+0.01
K 8.33+0.07 8.12 £ 0.02 6.96 + 0.02
I 8.38+0.11 7.61+0.19 7.43 +0.04
Y 8.25+0.03 7.67 +0.03 6.59 + 0.00

Cizelge 4.13. L. lactis subsp. cremoris HP’nin aminoasit katabolizmasini gergeklestirdigi

model sistemlerde inkiibasyon siiresince canliligi (log KOB/mL)

Inkiibasyon siiresi (giin)

Model sistem 0 2 4
Phe-K 8.81+0.00 - -
Phe-1 8.85+0.03 - -
Phe-Y 8.77+0.01 - -
Met-K 8.77+0.01 - -
Met-1 8.87+0.01 - -
Met-Y 8.76 +0.03 - -
Trp-K 8.78 £ 0.03 - -
Trp-1 8.81+0.00 - -
Trp-Y 8.69 +0.03 - -
Leu-K 8.88 £ 0.05 - -
Leu-i 8.78 +0.12 - -
Leu-Y 8.77 £ 0.06 - -
K 8.88+0.01 - -
I 8.78 £ 0.04 - -
Y 8.72+0.03 - -
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4.3.3 Redoks Potansiyelinin Aminoasit Katabolizmasi ile Ucucu Bilesiklerin Uretimi
Uzerindeki Etkisi

Calismanin bu boliimiinde, ortamin redoks potansiyelinin, altt farkli laktokok susu
tarafindan gergeklestirilen metiyonin, fenilalanin, triptofan ve 16sin katabolizmasi
tizerindeki etkisi ve iiretilen farkli metabolitler arastirilmistir. Aminoasit katabolizmasi
sonucu iretilen ucucu bilesikler GC-MS ile saptanmis ve elde verilere Temel Bilesen
Analizi (Principal Component Analysis, PCA) uygulanmistir. Sonuglar incelendiginde,
ortamin redoks potansiyelinin aminoasitlerin katabolizmasi sonucu iiretilen metabolitlerin
tiirlinli ve konsantrasyonunu etkiledigi gozlenmistir. Ayrica, calismada kullanilan
kiiltiirlerin alt tlirlerinin ve hatta suslarinin ayn1 aminoasitin katabolizmas1 sonucunda farkl

metabolitleri tiretebildigi belirlenmistir.

Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de sirasiyla, L. lactis subsp.
lactis CM41, L. lactis, L. lactis subsp. lactis 35-C-9, L. lactis subsp. cremoris UD459, L.
lactis subsp. cremoris IP5 ve L. lactis subsp. cremoris HP tarafindan gergeklestirilen
metiyonin katabolizmasi sonucu {iretilen ugucu bilesik verilerine uygulanan PCA
goriilmektedir. Buna goére yapilan her bir PCA’da 6rneklerin redoks potansiyellerine (K,
kontrol ortam; I, indirgenmis ortam ve Y, yiikseltgenmis ortam) ve inkiibasyon siirelerine

(0d, 0. giin; 2d, 2. giin ve 4d, 4. giin) gore birbirlerinden ayrildig: belirlenmistir.

Peynirde bulunan kiikiirtlii bilesikler esas olarak metiyoninden kaynaklanmaktadir, ¢linkii
kazein fraksiyonlarindaki metiyonin konsantrasyonu sisteinden daha yiksektir
(kazeinlerdeki sistein kalintilar1 sadece as- Ve «-kazeinlerde diisiik seviyelerde
bulunmaktadir). Metiyonin katabolizmas1 i¢in literatiirde Onerilen olas1 yollar Sekil 2.5'te
gosterilmektedir. Kiikiirt iceren aminoasitlerin katabolik iiriinleri Cheddar peynirinin ve
diger pek ¢ok peynir ¢esidinin tat-kokusuna biiyiik katkida bulunmaktadir [44, 51, 124].
Peynirde bulunan diisiik molekiil agirlikli siilfiir bilesikleri, metantiyol (CH3SH), hidrojen
stlfit (H»S), dimetil siilfit (DMS; CH3SCHj3), dimetil disiilfit (DMDS; CH3SSCHg), dimetil
trisiilfit (DMTS; CH3SSSCH3) ve karbonil siilfiti (O=C=S) igermektedir. Kiikiirtlii
bilesiklerin, peynirde, birbirleriyle ve diger bilesiklerle etkilesime girdigi ve diger ugucu

tat-koku bilesiklerini tirettigi diistiniillmektedir [132].

Metantiyol, 2,4-ditiyapentan, 3,4-ditiyahekzan, 2,4,5-tritiyahekzan ve 3-metiltiyo-2,4-

ditiyapentan gibi diger kikiirtlii bilesikler ile birlikte Camembert peynirinde

bulunmaktadir. Bu bilesikler, olgunlastirilmis Camembert peynirinde bulunan sarimsak

aromasindan sorumludur [124]. B. linens, smear peynirlerin yiizeyinde bulunan temel
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mikroorganizmalardan biridir ve ayrica, kiiflii peynirlerin (Camembert gibi) yiizeyinde
bulunmakta ve enzimatik olarak metantiyol liretebilmektedir. Yiizey mikroflorasi olmayan
Cheddar gibi peynirlerde, tat-koku bilesikleri starter ve starter olmayan bakteriler ve
enzimleri tarafindan tiretilmekte ve bu tiir peynirlerde metantiyol olusumunun kimyasal bir
proses oldugu disiiniilmektedir [132]. Aksine, Urbach [14], o&zellikle Cheddar ve
Emmental peynirlerinde yer alan ikincil floranin, kiikiirtlii bilesiklerin olusumu igin

kimyasal reaksiyonlardan daha 6nemli oldugunu ileri siirmektedir.

Weimer ve ark.’r [133], dimetil tristilfitin peynirin tat-kokusuna katkida bulunmasina
ragmen dimetil distilfitin katkida bulunmadigini bildirmistir. Bu bilesiklerin olusumu,
peynirin metantiyol igerigi ve diisiik redoks potansiyeli ile ilgilidir [124]. Cheddar
peynirinin aromasinin bir pargasi olarak kabul edilen metiyonal [133], kendiliginden veya
dekarboksilasyon yoluyla metantiyole degrade olabilmektedir [134]. Yapilan bir
calismada, toplam ugucu siilfiir bilesiklerinin iiretiminin, L. lactis subsp. cremoris S3
tarafindan asitlendirilen peynir bulamacinda glukonik asit-6-lakton ile kimyasal olarak

asitlendirilen peynir bulamacina gore dort kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir [133].

Seefeldt ve Weimer [135] yaptiklar1 ¢alismada, laktik asit bakterileri tarafindan siilfiir
bilesiklerinin {iretimini arastirmislardir. Laktokoklar metiyonin i¢in oksotrofik iken
laktobasillerin hem sistein hem de metiyonin i¢in oksotrofik oldugu belirlenmistir. Buna ek
olarak, laktokoklarin, laktobasillere gore daha yliksek sistatiyonin liyaz aktivitesine sahip
oldugu gozlenmistir. Ayrica, hem laktokoklarin hem de laktobasillerin hiicre igermeyen
ekstraktlarinin, metantiyol, dimetil disiilfit ve dimetil trisiilfit gibi ugucu siilfiir bilesiklerini

tiretebildigi ortaya konmustur [135].

Yapilan bir ¢alismada, 7 farkli Lactobacillus casei ve 22 farkli L. plantarum susunun,
metiyoninden tat-koku bilesiklerini iiretme yetenekleri arastirilmistir. Metiyonin
aminotransferaz, hidroksi asit dehidrogenaz, metiyonin liyaz ve aminoasit dekarboksilaz
enzimlerinin aktiviteleri aragtirilmistir. Calismada kullanilan suslarin yaklasik % 25’inin,
metiyoninin a-keto-y-metiltiyobiitirata transaminasyonunu gerceklestirebildigi
belirlenmistir. Dehidrogenaz aktivitesinin, glukoz varlifinda arttigi gozlenmis ve bu
etkinin laktat akimi tarafindan iiretilen proton itici kuvveti sayesinde enerji saglanmasindan
kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Metiyonin liyaz veya aminoasit dekarboksilaz aktivitesi

tespit edilmemistir [136].
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Amarita ve ark.’nin [137] yaptigi ¢alismada, peynir bulamacinda L. lactis IFPL730
tarafindan gergeklestirilen metiyonal {iretimini incelenmistir. Arastirmacilar, metiyonal
konsantrasyonunda azalma ve bununla birlikte, 3-metiltiyopropanol konsantrasyonunda bir
artis oldugunu bildirmistir. Metiyonalin, 3-metiltiyopropanol dahil olmak iizere diger
ucucu bilesiklere doniisiimiiniin, peynirin tat-kokusuna katkida bulundugu sonucuna

varilmgtir.

S-metil tiyoesterler, yiizeyi olgunlastirilmis peynirlerde 6nemli tat-koku bilesikleridir. Bu
bilesiklerin spesifik tat-kokulari, zincir uzunluguna ve konfigiirasyonuna baglidir [133].
Lamberet ve ark. [138] peynirle ilgili baz1 bakterilerin (korineform bakteriler, mikrokoklar,
Lactococcus ve Leuconostoc) S-metil tiyoester sentezleme yeteneklerini arastirmislardir.
Test edilen B. linens suslarinin, dallanmis zincirli tiyoesterleri iiretme egiliminde olduklari,
ancak diger korineformlarda bu 6zelligin gézlenmedigi bildirilmistir. Ayrica, laktokoklarin

bu bilesikleri sentezleme yeteneklerinin diisiik oldugu gosterilmistir.

L. lactis subsp. lactis CM41 ile gergeklestirilen deneyde, ornekler arasindaki farklilik
cogunlukla, benzenasetik asit, 2-metil benzonitril, 1,2,3-tritiyolan, etantiyol, 3-metiltiyo
propanoik asit metil ester gibi ugucu bilesiklerden kaynaklanmistir (Sekil 4.3b). Sekil 4.3b
incelendiginde, grafik orijininden uzakta bulunan bilesiklerin, 6rneklerin ayiriminda etkili

olan bilesikler oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.3. a) L. lactis subsp. lactis CM41’in metiyonin katabolizmas1 sonucu olusan ugucu
bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Metiyonin katabolizmasi sonucu elde edilen ve
ayirimda etkili olan ugucu bilesikler

Ayrica, Cizelge 4.14°te L. lactis subsp. lactis CM41’in metiyonin katabolizmasi sonucu
olusan ugucu bilesikler verilmistir. Kontrol ortaminda baskin olarak iiretilen ugucu
bilesiklerin metantiyol, etantiyoik asit S-metil ester, dimetil disiilfit, dimetil trisiilfit, metil
metiltiyometil disiilfit ve 3-metiltiyo-2-propenoik asit metil ester oldugu belirlenmistir.
Indirgenmis ortamda ise tiyol bilesiklerinin iiretildigi gézlenmistir. Yiikseltgenmis ortamda
ise, tiyosiyanik asit metil ester, benzaldehit, 3-metiltiyo propan nitril {iretimi baskin olarak
gerceklesmistir. 3-Metiltiyo propan nitrilin kavun benzeri meyvemsi bir tat-kokuya sahip
oldugu bildirilmistir [139] .
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Cizelge 4.14. L. lactis subsp. lactis CM41’in metiyonin katabolizmasi sonucu olusan ugucu

bilesikler

Kontrol Indirgenmis Yiikseltgenmis
Ucucu bilesik 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin
Metantiyol - 701 6.84 - 0.11 0.08 - - -
Etantiyol - - - - 0.32 0.20 - - -
2,3-Biitandion - - - 0.21 0.32 - - 0.10 -
Etantiyoik asit S-metil ester - 131 288 - - - - - -
Dimetil distilfit 0.27 2028 4772 - - - 054 114 081
S-Metil propan tiyoat - - 0.43 - - - - - -
Biitantiyoik asit S-metil
ester - 0.05 0.08 - - - - - -
Tiyosiyanik asit metil ester - - - - - - - 1.13 0.82
3-Metil-2-biitantiyol - - - - 0.20 - - - -
2,5-Dimetil-3-hekzanol - 0.32 4.06 - 0.16 122 - - 0.41
Dimetil trisiilfit - 166 5.19 - - - - - -
2-Pentantiyol - - - 041 077 034 - - -
Karbonoditiyoik asit S,S-
dimetil ester - - 0.47 - - - - - -
3-Metiltiyo propanoik asit
metil ester - 0.60 0.79 - - 0.05 - 0.24 0.06
Benzaldehit 0.19 - - 0.17 043 016 102 808 284
Benzoik asit metil ester - 0.05 0.32 - - - - - 0.04
Metil metiltiyometil disiilfit - 037 141 - - - - - -
3-Metiltiyo-2-propenoik asit
metil ester - 054 0.83 - - - - - -
3-Metiltiyo propan nitril - - - 0.06 - - 56.70 90.43 51.06
1,2,3-Tritiyolan - - - - 0.20 0.10 - - -
2-Metil benzonitril - - - - - - 0.15 0.12 0.08
Benzenasetik asit - - - 0.37 - 0.70 - - -

(Sonuglar ugucu bilesik pik alani/internal standart pik alan1 olarak verilmistir.)

L. lactis tarafindan gergeklestirilen metiyonin katabolizmasi deneyinde drneklerin ayirimi

cogunlukla, 1,2-benzendikarboksilik asit dibiitil ester, karbonik asit dimetil ester, 3-

metiltiyo propanal, dimetil trisiilfit, metil benzen, 3-metil-2-biitantiyol ve 3-metiltiyo-1-

propanol gibi ugucu bilesikler lizerinden gergeklesmistir (Sekil 4.4Db).

74



ol-4d

oK-2d

A ov-0d _

OK-4 /
ov-2d /

Temel Bilesen Analizi 2 (% 33.62)

Temel Bilesen Analizi 1 (%66.23)

[ [
B) ©1,2-Benzendikarboksilik asit dibutil ester

0.8 — —
0.6 — —

0.4~ —

0.2 ©3-metiltiyo propanal |

eDimetil trisulfit

oTiyosiyanipasi j -
Iyﬂw‘éar:gy%ﬁ”emﬁ%wan nitril

tmetit-disutfit

Temel Bilesen Analizi 2 (% 33.62)

83-Metiltiyo 1-S¥g@ptoaseton
©3-Mgtil 2-butantiyol oMetil benzen
-0.2— I
oKarbonik asit dimetil ester

04 I I I I
-1 -0.5 0 0.5 1

Temel Bilesen Analizi 1 (%66.23)

Sekil 4.4. a) L. lactis’in metiyonin katabolizmas1 sonucu olusan ugucu bilesiklere ait Temel
Bilesen Analizi, b) Metiyonin katabolizmasi sonucu elde edilen ve aymrimda etkili olan
ucucu bilesikler

L. lactis subsp. lactis 35-C-9un metiyonin katabolizmasi sonucu olusan ugucu
bilesiklerden benzen asetik asit, 2-pentantiyol, 2,3-biitandion, dimetil trisiilfit, tiyosiyanik
asit metil ester, 2,4-dimetil benzaldehit, metantiyol, tiyofen ve 2-propen nitril 6rneklerin
aymriminda etkili olan bilesiklerdir (Sekil 4.5b).
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Sekil 4.5. a) L. lactis subsp. lactis 35-C-9’un metiyonin katabolizmasi sonucu olusan ugucu
bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi b) Metiyonin katabolizmasi sonucu elde edilen ve
ayirimda etkili olan ugucu bilesikler

L. lactis subsp. cremoris UD459 tarafindan gergeklestirilen metiyonin katabolizmasi
deneyinde, orneklerin ayirimi ¢cogunlukla, 2-biitanon, 1,4-biitanditiyol, dimetil trisiilfit, 3-
metil-2-biitantiyol, tiyosiyanik asit metil ester, metantiyol, 2-etil benzenamin, 1,2,3-
triyolan, tiyofen, 2-propen nitril ve 2,3-biitandion bilesiklerinin iizerinden gerceklesmistir
(Sekil 4.6b). L. lactis subsp. cremoris UD459’un metiyonin katabolizmasi sonucu olusan
ucucu bilesikler Cizelge 4.15’te verilmistir. Buna gore, kontrol ortaminda sentezlenen
ucucu bilesikler metantiyol, dimetil disiilfit, dimetil trisiilfit, 3-metiltiyo propanoik asit
metil esterdir. Indirgenmis ortamda ise, 2-biitanon, 2,3-biitandion, tiyofen, 1,4-

biitanditiyol, 2-pentantiyol, 1,2-ditiyan ve 1,2,3-triyolan gibi ketonlar ve tiyol grubu i¢eren
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bilesikler iiretilmistir. 2-Propen nitril, dimetil disiilfit, tiyosiyanik asit metil ester,
benzaldehit, 3-metiltiyo propan nitril, yiikseltgenmis ortamda, L. lactis subsp. cremoris

UD459 tarafindan metiyonin katabolizmasi sonucu iiretilen bilesiklerdir.
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Sekil 4.6. a) L. lactis subsp. cremoris UD459’un metiyonin katabolizmasi sonucu olusan
ucucu bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Metiyonin katabolizmasi sonucu elde edilen
ve ayirimda etkili olan ucucu bilesikler
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Cizelge 4.15. L. lactis subsp. cremoris UD459’un metiyonin katabolizmasi sonucu olusan

ucucu bilesikler

Kontrol Indirgenmis Yiikseltgenmis
Ucucu bilesik 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin
Metantiyol - 097 157 - 0.18 0.27 - - -
2-Biitanon - - - 011 041 054 - - -
2,3-Butandion - - - 043 157 2.87 - - -
2-Propen nitril - - - - - - - 0.14 042
Tiyofen - - - 032 051 084 - - -
Dimetil disiilfit 0.27 42.00 177.39 - - - 038 133 265
Tiyosiyanik asit metil
ester - - - - - - - 030 220
3-Metil-2-biitantiyol - - - - 0.25 0.47 - - -
Dimetil trisiilfit 0.04 367 7.39 - - - - - -
1,4-Biitanditiyol - - - 0.07 036 0.11 - - -
2-Pentantiyol - - - 030 123 227 - - -
1,2-Ditiyan - - - 055 055 0.72 - - -
3-Metiltiyo propanoik
asit metil ester - 005 0.24 - - - - - -
Benzaldehit - 0.17 - 0.06 018 010 120 179 9.26
Metil metiltiyometil
distilfit - 0.07 0.64 - - - - - -
3-Metiltiyo propan
nitril - - - - - - 35.64 103.85 303.86
2-Etil benzenamin - 0.05 006 0.24 - 0.48 - - -
1,2,3-Tritiyolan - - - - 0.27 0.30 - - -

(Sonuglar ugucu bilesik pik alani/internal standart pik alan1 olarak verilmistir.)

L. lactis subsp. cremoris IP5’in metiyonin katabolizmasi sonucu olusan ugucu

bilesiklerden 2,4-dimetil heptan, 2-metil benzonitril, 2,5-dimetil-3-hekzanol, 3-metil-2-

biitantiyol, tiyosiyanik asit metil ester, 1,2,3-triyolan, 2,3-dimetil-2,3-biitandiol, 3-metiltiyo

propan nitril, 2,3-biitandion, tiyofen ve 2-biitanon nitril 6rneklerin ayirirminda etkili olan

bilesiklerdir (Sekil 4.7b).
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Sekil 4.7. a) L. lactis subsp. cremoris IP5’in metiyonin katabolizmasi sonucu olusan ugucu
bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Metiyonin katabolizmasi sonucu elde edilen ve
ayirimda etkili olan ugucu bilesikler

L. lactis subsp. cremoris HP ile gerceklestirilen deneyde, ornekler arasindaki farklilik
cogunlukla, 3-metiltiyo propenoik asit metil ester, 3-metiltiyo propan nitril, metil
metiltiyometil disiilfit, 1-nonanol, benzaldehit, 4-hidroksi biitanoik asit, tiyofen, 2,3-

biitandion, 2-biitanon ve metantiyol gibi ugucu bilesiklerden kaynaklanmistir (Sekil 4.8b).
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Sekil 4.8. a) L. lactis subsp. cremoris HP’nin metiyonin katabolizmasi sonucu olusan
ugucu bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Metiyonin katabolizmasi sonucu elde edilen
ve ayirimda etkili olan ugucu bilesikler

Fenil metanol, fenil etanol, fenil propan, metil fenil hidroksi asetat, fenil asetaldehit, fenil
piriivat ve fenil etil asetat, peynir veya model sistemlerde bulunan fenilalanin tiirevi tat-
koku bilesikleridir [51, 128, 140]. Fenilalanin yikimina katilan enzimler,
aminotransferazlar, r-aminoasit oksidazlar, r-fenilalanin amonyak liyazlar, r-aromatik
aminoasit dekarboksilazlar ve fenilalanin dehidrogenazlardir. Fenil piriivat, bir
aminotransferazin etkisi ile olusmakta ve ardindan, feniletanol ve benzaldehite degrade

olabilmektedir (Sekil 4.9) [134].
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Sekil 4.9. Fenilalanin katabolizmasi [134]

Camembert peynirinin olgunlagsmasinin ilk haftas: siiresince, aktif olarak gelisen maya
hiicreleri r-fenilalaninden feniletanol tretmistir [141]. B. linens’in sivi kiiltiirlerde ugucu
bilesikler liretme yetenegi incelendiginde, bir fenil grubuna sahip cesitli bilesikler tespit
edilmistir [140]. Fenil metanol, feniletanol, fenil propan ve metil fenil hidroksiasetat bu

bilesikler arasinda yer almaktadir [134].

L. plantarum’un gerceklestirdigi fenilalaninden benzaldehit iiretimi bir aminotransferaz
tarafindan baglatilmaktadir [142]. Fenil piriivik asit reaksiyonda bir ara bilesik oldugu ve
bu bilesigin benzaldehite doniisiimiiniin, L. plantarum hiicrelerinde yiiksek seviyelerde
bulunan Mn (II) ile katalize edildigi bildirilmistir [143]. Peynirin diisiik pH ve diisiik

oksijen konsantrasyonuna sahip olmasi ve diisiik sicaklikta olgunlastirilmasi, bu kimyasal
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reaksiyon iizerinde negatif etkiye sahiptir. Bununla birlikte, aragtirmacilar, belirli peynir
cesitlerinin olgunlagma siiresinin uzun olmasi nedeniyle, bu reaksiyonun peynire dnemli
bir katkisi oldugunu belirtmislerdir. Ayrica, Klein ve ark. [144], fenilalaninin L. helveticus
tarafindan transaminasyonu ile olusan indol piriivattan benzaldehit iiretimini, kimyasal bir

reaksiyona dayandirmistir.

L. lactis subsp. lactis S3'den iki aromatik aminoasit aminotransferaz saflastirilmis ve
karakterize edilmistir. Her ikisinin de peynir olgunlagsma kosullar1 altinda aktif oldugu
tespit edilmistir. Arastirmacilar, p-hidroksi fenil asetik asitin tirozinden iiretilebilecegini ve
kimyasal olarak p-kresole degrade olabilecegini gozlemlemislerdir. Ayni zamanda, bu
enzimler, triptofan1  kullanarak, skatole doniistiiriilebilen indol-3-asetik  asidi
tiretebilmektedir [57]. L. lactis NCDO763'"lin sahip oldugu bir aminotransferazin, sadece L-
aminoasitlerin transaminasyonunu katalizledigi belirlenmistir. Bir amino grubu alicisi
olarak a-ketoglutarati kullanarak, bu mikroorganizmanin kalan hiicreleri, fenilalaninden
fenil piriivat, fenil asetat ve fenil laktat {iretmistir. Aminotransferazin, aroma bilesiklerinin
onciilleri olan aminoasitlerin  (16sin, fenilalanin, tirozin, triptofan, metiyonin)
transaminasyonunu gergeklestirdigi igin, olgunlagsma siiresince peynirin tat-kokusunun

gelisiminde 6nemli bir role sahip oldugu ileri siiriilmiistiir [55].

Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te sirastyla, L. lactis
subsp. lactis CM41, L. lactis, L. lactis subsp. lactis 35-C-9, L. lactis subsp. cremoris
UD459, L. lactis subsp. cremoris IP5 ve L. lactis subsp. cremoris HP tarafindan
gerceklestirilen fenilalanin  katabolizmasit sonucu {iretilen ugucu bilesik verilerine
uygulanan PCA goriilmektedir. Buna gore, yapilan her bir PCA’da genellikle 6rneklerin
redoks potansiyellerine ve inkiibasyon siirelerine gore birbirlerinden ayrildig

belirlenmistir.

L. lactis subsp. lactis CM41 ile gergeklestirilen fenilalanin katabolizmasi deneyinde,
inkiibasyonun 0. giiniinde lretilen aroma bilesikleri, kontrol ortaminda iiretilenlere yakin
cikmistir. Bunun disinda diger 6rnekler arasinda basarili bir ayirim gergeklesmistir. Ayirim
fenil asetik asit, 2-metil benzonitril, benzen asetik asit metil ester, 3-metil-2-biitantiyol, 2-
pentantiyol, benzoik asit metil ester, 2-hidroksi benzaldehit, metil benzen ve benzaldehit
tizerinden gerceklesmistir (Sekil 4.10). Cizelge 4.16 incelendiginde, L. lactis subsp. lactis
CM41 susunun fenilalanini indirgenmis ortamda katabolize etmesi sonucunda etantiyol, 3-

metil-2-biitantiyol, 2,3-biitanditiyol, 2-pentantiyol gibi tiyol bilesikleri ve fenil asetik asit
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gibi karboksilik asitlerin iiretildigi belirlenmistir. Yiikseltgenmis ortamda ise benzaldehit,
2-hidroksi benzaldehit gibi aldehitlerin ve benzoik asit metil ester, benzen asetik asit metil

ester gibi esterlerin tiretildigi gézlenmistir.
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Sekil 4.10. a) L. lactis subsp. lactis CM41’in fenilalanin katabolizmasi sonucu olusan
ucucu bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Fenilalanin katabolizmasi sonucu elde
edilen ve ayirimda etkili olan ugucu bilesikler
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Cizelge 4.16. L. lactis subsp. lactis CM41’in fenilalanin katabolizmasi sonucu olusan
ucucu bilesikler

Kontrol Indirgenmis Yiikseltgenmis
Ucucu bilesik 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin
Etantiyol - - - - 0.30 0.44 - - -
2,3-Butandion - - - 0.22 0.26 - - 0.14 -
3-Biitiltiyo-1-biiten - - - - 0.14 0.30 - - -
Tiyofen - - - 0.20 0.18 - - - -
Metil benzen - 081 0.05 154 079 062 050 066 0.10
3-Metil-2-biitantiyol - - - - 0.21 - - - -
2,3-Biitanditiyol - - - 0.10 0.07 - - - -
2-Pentantiyol - - - 0.31 0.90 1.08 - - -
Benzaldehit 023 0.12 0.03 0.18 172 292 10.86 316.25 128.45
Benzoik asit metil ester - - 0.65 - - - - - 0.10
2-Hidroksi benzaldehit - - - - - - 0.07 033 0.23
Benzenasetik asit metil ester - 0.50 0.20 - - - - 0.14 -
2-Metil benzonitril - - - - - - 102 160 1.04
Fenil asetik asit - - - - 1.24 - - - -

(Sonuglar ugucu bilesik pik alani/internal standart pik alan1 olarak verilmistir.)

L. lactis’in fenilalanin katabolizmasi sonucunda, kontrol ortaminda ve yiikseltgenmis
ortamda inkiibasyonun 0. giiniinde iiretilen aroma bilesikleri ile indirgenmis ortamda
tiretilen aroma bilesikleri ayni grupta siniflandirilmistir. Kontrol ve ylikseltgenmis ortamda
inkiibasyonun ilerleyen giinlerinde {retilen aroma bilesikleri ise ayr1 ayn
smiflandirilmistir. Ayrica, ayirim 2-propanon, benzen asetik asit, 3-metil biitanal, 2,3-
biitandion, 2-metil benzonitril, tiyofen, 2-metil-1-biitanol, metil benzen, benzen asetaldehit

ve 4-hidroksi biitanoik asit tizerinden gergeklesmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. a) L. lactis’in fenilalanin katabolizmasi sonucu olusan ugucu bilesiklere ait
Temel Bilesen Analizi, b) Fenilalanin katabolizmasi sonucu elde edilen ve ayirimda etkili
olan ugucu bilesikler

L. lactis subsp. lactis 35-C-9 susu ile gergeklestirilen fenilalanin katabolizmasi sonucunda,
kontrol, indirgenmis ve yiikseltgenmis ortamlarda iiretilen ugucu bilesikler acisindan
ornekler redoks potansiyellerine gore PCA ile basarili bir sekilde ayrilmistir. Ayirimda
etkili olan bilesikler ise, 2,3-biitandion, 3-biitiltiyo-1-biiten, tiyofen, metil benzen, 3-metil-
2-biitantiyol, benzaldehit, benzen asetaldehit, benzen asetik asit metil ester, 3,4-dimetil
benzaldehit, 2-metil benzonitril, fenil asetik asit, benzoik asit 2-hidroksi 2-metilpropil
ester, benzoik asit 2-hidroksi 2-metilbiitil esterdir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. a) L. lactis subsp. lactis 35-C-9’un fenilalanin katabolizmasi sonucu olusan
ucucu bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Fenilalanin katabolizmasi sonucu elde
edilen ve ayirimda etkili olan ugucu bilesikler

L. lactis subsp. cremoris UD459’un kontrol ortaminda fenilalanini katabolize etmesi

sonucunda benzaldehit ve benzen asetaldehit olusmustur. Yiikseltgenmis ortamda ise

kontrol ortama kiyasla ¢ok yliksek konsantrasyonda benzaldehit birikimi gerceklesmistir.

2-Hidroksi benzaldehit ve 2-metil benzonitril de L. lactis subsp. cremoris UD459

tarafindan yiikseltgenmis ortamda iretilen metabolitler arasinda yer

almaktadir.

Indirgenmis ortamda ise tiyol bilesikleri ve ketonlar baskin olarak iiretilen metabolitlerdir

(Cizelge 4.17).
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Sekil 4.13. a) L. lactis subsp. cremoris UD459’un fenilalanin katabolizmasi sonucu olusan
ucucu bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Fenilalanin katabolizmasi sonucu elde
edilen ve ayirimda etkili olan ugucu bilesikler
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Cizelge 4.17. L. lactis subsp. cremoris UD459’un fenilalanin katabolizmasi sonucu olusan
ucucu bilesikler

Kontrol Indirgenmis Yiikseltgenmis
Ucucu bilesik 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin
2-Butanon - - - 015 028 0.14 - - -
2,3-Butandion - - - 048 0.83 0.58 - - -
Tiyofen - - - 046 038 0.36 - - -
3-Metil-2-butantiyol - - - - 0.21 0.06 - - -
3,7-Dimetil-3-oktanol - - - - - - - 0.09 0.13

3-Metil-2-butantiyol 026 083 048 - - -

1,2-Ditiyan - - - 055 047 038 7.56 - -
Benzaldehit 0.10 872 - 012 043 046 0.03 13453 249.84
Benzen asetaldehit - 0.27 - - - - - - -
2-Hidroksi benzaldehit - - - - - - 0.07 093 143
2-Etil benzenamin - - 006 017 - 025 - - -
1,2,3-Tritiyolan - - - - 0.28 0.10 - - -
Benzen metanol - - 0.06 - - - - - 038
2-Metil benzonitril - - - - - - 077 3.07 6.03

(Sonuglar ugucu bilesik pik alani/internal standart pik alani olarak verilmistir.)

L. lactis subsp. cremoris IP5 ve L. lactis subsp. cremoris HP tarafindan gergeklestirilen
fenilalanin katabolizmasi1 sonucunda iiretilen ucucu bilesiklere gore PCA kullanilarak
orneklerin redoks potansiyellerine gore ayirimi tam olarak gerceklestirilmistir (Sekil 4.14
ve Sekil 4.15). L. lactis subsp. cremoris IP5 ile gergeklestirilen deneyde ayirim, etantiyol,
2-biitanon, 2-metil benzonitril, benzen etanol, benzen metanol, 2-metil-1,3-ditiyan, 3-metil
benzaldehit, benzen asetaldehit, 3-metil-2-biitantiyo, 1-oktanol ve 4-okten-4-on iizerinden
meydana gelmistir. L. lactis subsp. cremoris HP ile yapilan deneyde ise, 2-metil
benzonitril, 1,4-biitandiol, 2-hidroksi benzaldehit, benzen asetaldehit, benzen metanol, 1,2-

ditiyan, 3-metil-2-biitantiyol ve tiyofenin drneklerin ayiriminda etkili oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.14. a) L. lactis subsp. cremoris IP5’in fenilalanin katabolizmasi sonucu olusan
ucucu bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Fenilalanin katabolizmasi sonucu elde
edilen ve ayirimda etkili olan ugucu bilesikler
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Sekil 4.15. a) L. lactis subsp. cremoris HP’nin fenilalanin katabolizmas1 sonucu olusan
ucucu bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Fenilalanin katabolizmasi sonucu elde
edilen ve ayirimda etkili olan ugucu bilesikler

Triptofan katabolizmas1 i¢in yollar Sekil 4.16°te gosterilmistir [134]. Triptofan
katabolizmasi sonucunda, daha sonra indol laktik asit, indol asetik asit, indol aldehit ve
benzaldehite ile katabolize edilebilen indol piriivat tiretilmektedir [145]. Gummalla ve
Broadbent [146], laktobasillerin istenmeyen tat-koku gelisimine katkisini belirlemek igin,
ek kiiltlir olarak kullanilan laktobasiller tarafindan gerceklestirilen triptofan katabolizmasi
tizerinde ¢alismiglardir. L. casei tarafindan gerceklestirilen triptofan katabolizmasinin ana
mekanizmasinin, triptofanin, tek ara bilesik olan indol-3-pirlivik asit ile bir dizi
transaminasyon ve dehidrojenasyon reaksiyonu yoluyla indol laktik asite doniistimiini

icerdigi bildirilmistir. Yine ayni ¢aligmada, sonuglarin starter olmayan laktobasillerin ve ek
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kiiltiir olarak kullanilan laktobasillerin, indol-3-piriivik asit ve diger aromatik metabolitleri

iceren sekonder reaksiyonlarda 6nemli rol oynayabildigini gosterdigi belirtilmistir.

Hem optimum (pH 6.5, 25 °C, ¢alkalamali) hem de peynir benzeri (pH 5.2, 15 °C, % 4
NaCl) kosullarda B. linens BL2’nin gergeklestirdigi triptofan katabolizmasi Ummadi ve
Weimer [147] tarafindan c¢alisilmistir. Optimum sicaklik ve pH'da B. linens BL2, ¢esitli
yollarla kendiliginden triptofan1 degrade edebildigi, ancak, peynir benzeri kosullar altinda
bu bakterinin triptofan1 katabolize edemedigi belirlenmistir. Her iki kosulda gelisen
hiicreler, triptofanaz, triptofan dekarboksilaz veya triptofan 2-monooksigenaz aktivitesi

gostermemistir.

Gao ve ark.’in [145], laktokoklardaki aromatik aminoasitlerin katabolizmasini arastirdigi
calismada, sekiz farkli laktokok susu tarafindan gerceklestirilen triptofan katabolizmasinin
ilk basamaginin aminotransferaz aktivitesinden kaynaklandigi bildirilmistir. Ayrica, L-
tirozin ve r-fenilalanin iizerindeki aminotransferaz aktivitesi de saptanmistir. Buna ek
olarak, {retilen triptofan metabolitlerinin suslar arasinda degiskenlik gosterdigi

belirtilmistir.
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Sekil 4.16. Triptofan katabolizmasi [134]

Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de sirasiyla, L. lactis
subsp. lactis CM41, L. lactis, L. lactis subsp. lactis 35-C-9, L. lactis subsp. cremoris
UD459, L. lactis subsp. cremoris IP5 ve L. lactis subsp. cremoris HP tarafindan
gerceklestirilen triptofan katabolizmasi sonucu iiretilen ugucu bilesik verilerine uygulanan
PCA goriilmektedir. Buna gore, yapilan her bir PCA’da genellikle 6rneklerin redoks

potansiyellerine ve inkiibasyon siirelerine gore birbirlerinden ayrildigi belirlenmistir.

L. lactis subsp. lactis CM41 ile gergeklestirilen triptofan katabolizmasi sonucunda farkli
redoks potansiyeline sahip 6rnekler 1-2-aminofenil etanon, etantiyol, 2,3-biitanon, tiyofen,

dimetil disiilfit, dimetil tristlfit, 1-2-hidroksifenil etanon ve 1,2,3-tritiyolan bilesikleri
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tizerinden ayrilmustir (Sekil 4.17). Cizelge 4.18 incelendiginde, diger aminoasitlerin
katabolizmasinda oldugu gibi yiikseltgen ortamin aldehit liretimini ve indirgen ortamin ise
tiyol bilesikleri ve karboksilik asitlerin tiretimini tesvik ettigi belirlenmistir. Fenilalanin
katabolizmas1 sonucunda olusan benzaldehit konsantrasyonundan ¢ok daha diisiik olmakla
birlikte yiikseltgen ortamda triptofan katabolizmasi sonucu benzaldehit {iretimi
gerceklesmistir.  Yikseltgenmis reaksiyon ortamlarinda triptofan  katabolizmasi
deneylerinde ortaya ¢ikan benzoksazol bakterilerin faaliyeti sonucu iiretilen bir metabolit
degildir. Benzoksazol, 2-aminofenoliin iyot katalizorliigiinde ¢esitli aldehitlerle girdigi

kondensasyon reaksiyonu sonucunda iiretilmektedir [148].
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Sekil 4.17. a) L. lactis subsp. lactis CM41’in triptofan katabolizmasi sonucu olusan ugucu
bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Triptofanin katabolizmasi sonucu elde edilen ve
ayirimda etkili olan ugucu bilesikler

93



Cizelge 4.18. L. lactis subsp. lactis CM41’in triptofan katabolizmasi sonucu olusan ugucu
bilesikler

Kontrol Indirgenmis Yiikseltgenmis
Ucucu bilesik 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin
Etantiyol - - - 011 029 0.17 - - -
2,3-Butandion - - - 022 0.11 - - 0.09 -
Tiyofen - - - 0.09 - 0.15 - - -
Dimetil distlfit - 019 161 - - - - - -
3-Hidroksi 2-biitanon - - - - - - - 0.37 -
3-Metil-2-biitantiyol - - - - 0.17 - - - -
2,5-Dimetil-3-hekzanol - 0.33 4.13 - 050 1.75 - - -
Dimetil tristlfit - - 0.07 - - - - - -
3,7-Dimetil-3-oktanol - - 0.28 - 0.25 - 0.06 0.15 0.26
1,4-Biitanditiyol - - - 0.22 - 0.20 - - -
2-Pentantiyol - - - 044 084 0.36 - - -
Benzaldehit - - - 012 024 013 045 266 152
Benzoksazol - 0.04 0.13 - - - 066 0.87 0.93
4-Metil benzaldehit - - - - - - - 0.10 0.08
3-Metiltiyo propan nitril - - - - - - 112 090 084
1,2,3-Tritiyolan - - - - 0.23 0.19 - - -
1-2-Hidroksi fenil etanon - - - - - - - - 0.20
Benzenasetik asit - - - 053 148 0.65 - - -
1-2-Aminofenil etanon - 0.03 0.11 - - - - 009 0.14

(Sonuglar ugucu bilesik pik alani/internal standart pik alani olarak verilmistir.)

L. lactis ve L. lactis subsp. lactis 35-C-9’un triptofan katabolizmasi sonucunda ornekler
redoks potansiyellerine gore PCA ile ayrilmistir. Yiikseltgenmis ve indirgenmis ortamlarda
inkiibasyon siiresinin de ugucu bilesiklerin {iretimi ve konsantrasyonu iizerindeki etkisinin
onemli oldugu ancak, inkiibasyon siiresinin kontrol ortaminda ugucu bilesikler iizerinde
herhangi bir etkisinin olmadig1 Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da goriilmektedir. Ayrica, bu iki
sus i¢in de ayirimin, neredeyse reaksiyon ortamlarinda iretilen biitiin ugucu bilesikler

tizerinden gerceklestigi belirlenmistir.
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Sekil 4.18. a) L. lactis’in triptofan katabolizmasi sonucu olusan ugucu bilesiklere ait Temel
Bilesen Analizi, b) Triptofanin katabolizmasi sonucu elde edilen ve ayirimda etkili olan
ucucu bilesikler
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Sekil 4.19. a) L. lactis subsp. lactis 35-C-9’un triptofan katabolizmasi sonucu olusan ugucu
bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Triptofanin katabolizmasi sonucu elde edilen ve
ayirimda etkili olan ugucu bilesikler
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Sekil 4.20. a) L. lactis subsp. cremoris UD459’un triptofan katabolizmasi sonucu olusan
ugucu bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Triptofanin katabolizmasi sonucu elde
edilen ve ayirimda etkili olan ugucu bilesikler
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Cizelge 4.19. L. lactis
ucucu bilesikler

subsp. cremoris UD459’un triptofan katabolizmasi sonucu olusan

Kontrol Indirgenmis Yiikseltgenmis
Ucucu bilesik 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin
2-Biitanon - - - 0.17 056 0.74 - - -

2,3-Butandion

Tiyofen
2,3-Dimetil-2,3-butandiol
3-Metil-2-biitantiyol
3,7-Dimetil-3-oktanol
2-Pentantiyol
1,2-Ditiyan

Benzaldehit

1-Nonanol

Benzoksazol
3-Metiltiyo propan nitril
2-Etil benzenamin
1,2,3-Tritiyolan

- - - 063 146 232 - - -
- - - 043 077 279 - - -
0.05 0.05 - 006 011 013 0.08 016 0.26
- - - - 0.15 041 - - -
- - - - - - 0.05 015 0.37

- - - 044 139 166 - - -

- - - 069 050 - - - -
- 004 - 011 - 024 041 082 159
- - - - 020 037 - - -
] ] ] ] - - 094 261 3098
] ] ] ] - - 065 062 085
- - 004 - 010 - - - -

- - - 010 016 015 - - -

(Sonuglar ugucu bilesik pik alani/internal standart pik alani olarak verilmistir.)
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Sekil 4.21. a) L. lactis subsp. cremoris IP5’in triptofan katabolizmasi sonucu olusan ugucu
bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Triptofanin katabolizmasi1 sonucu elde edilen ve
ayirimda etkili olan ugucu bilesikler
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Sekil 4.22. a) L. lactis subsp. cremoris HP’nin triptofan katabolizmas1 sonucu olusan ugucu
bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Triptofanin katabolizmasi sonucu elde edilen ve
ayirimda etkili olan ugucu bilesikler

Dallanmis zincirli aminoasitlerin katabolizmasi, cogunlukla, L. lactis'te bir aminotransferaz
tarafindan baglatilmakta, 10sin, izolosin ve valin sirasiyla, a-ketoizokaproat, o-keto-f-
metilvalerat ve a-ketoizovalerata doniistiirilmektedir [124]. Dallanmis  zincirli
aminoasitlerin katabolizmasi, tipik olarak fermente siit iirlinlerinin iiretiminde, iirliniin tat-
kokusu iizerinde olumsuz bir etkiye sahip bilesiklerin iretilmesiyle iliskilidir [149].
Dallanmis zincirli aminoasitlerin katabolizmasinin {iriinleri olan aldehitlerin ve alkollerin
peynirde kusurlara neden oldugu bilinmektedir. Aym1 zamanda dallanmis zincirli
aminoasitlerin katabolizmasi tarafindan {iiretilen 18-90 ppm diizeyinde 3-metil biitanal ve

9-45 ppm diizeyinde 3-metil biitanol i¢eren peynirlerin, kontrol peynirlerine gore, tat-koku
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kalitesi agisindan daha diisiik puan aldig1 ve daha maltims1 bir aromaya sahip oldugu
belirtilmistir [150]. Buna ek olarak, buruk ve yavan olarak tanimlanan tat-koku ile 3-metil
bilitanal ve 2-metil propanal konsantrasyonlarinin artis1 arasinda korelasyon oldugu
saptanmistir [128]. Emmental peynirinde, 3-metilbiitanal yiiksek konsantrasyonda
bulunabilmekte ve tipik tat-kokuyu belirleyen bilesiklerden biri olmasa da biitirik asitin ter
kokusuna benzeyen hos olmayan kokusunu bastirmada rol oynayabildigi bildirilmistir
[151].

Dallanmis zincirli aminoasitler, aminotransferazlar tarafindan ilgili o-keto asitlere
indirgenmektedir  (Sekil 4.23) [134]. L. lactis subsp. cremoris NCDO763'{in
aminotransferazinin, 16sin {izerindeki aktivitesinin aromatik aminoasitler tizerindeki
aktivitesine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir [55]. Dallanmis zincirli aminoasit
aminotransferazi, L. lactis subsp. cremoris NCDO763’ten, Yvon ve ark. [152] tarafindan
karakterize edilmistirr Bu enzim, ¢ farkli dallanmis =zincirli aminoasidin
transaminasyonunu katalize ettigi ve peynirin olgunlagsma kosullar1 altinda aktif oldugu
belirtilmistir. Ancak, optimum ¢alisma pH’s1 ve sicaklig1 sirasiyla, 7.5 ve 35-40 °C olarak
belirlenmistir. Bu aminotransferazin, izoldsin ve valin degradasyonunda rolii oldugu gibi,
16sin ve metiyoninin transaminasyonunda rol oynamasi ve olgunlagma siiresince peynirin
sahip oldugu kosullara benzer kosullar altinda aktif olmasi nedeniyle, tat-koku gelisimine

yiiksek oranda katkida bulundugu sonucuna varilmistir [152].
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Sekil 4.23. Dallanmis zincire sahip aminoasitlerin ilgili a-keto asitlere transaminasyonu
[134]

L. paracasei subsp. paracasei LCO1’in, daha ¢ok izoldsin ve 16sin {izerinde aktivite
gosteren ve dallanmis zincirli aminoasitlerin transaminasyonunu katalizleyebilen en az bir
aminotransferaz  irettigi  bildirilmigtir. Cevap ylizeyli yOntemine gore, 10sin
konsantrasyonunun aminotransferaz aktivitesi iizerinde ihmal edilebilir bir etkiye sahip
oldugu, buna karsin ¢ok yiiksek diizeylerdeki a-ketoglutarat konsantrasyonunun enzimi
inhibe edebildigi gosterilmistir [153].

Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°da sirasiyla, L. lactis
subsp. lactis CM41, L. lactis, L. lactis subsp. lactis 35-C-9, L. lactis subsp. cremoris
UD459, L. lactis subsp. cremoris IP5 ve L. lactis subsp. cremoris HP tarafindan
gerceklestirilen 16sin katabolizmasi sonucu {iretilen ugucu bilesik verilerine uygulanan
PCA goriilmektedir. Buna goére yapilan her bir PCA’da 6rneklerin biiyiik bir kisminin
redoks potansiyellerine ve inkiibasyon gore birbirlerinden ayrildigi belirlenmistir. Losin
katabolizmas1 sonucu diger aminoasitlerden farkli olarak 3-metil biitanalin olustugu

gozlenmistir.
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Sekil 4.24. a) L. lactis subsp. lactis CM41’in 16sin katabolizmasi sonucu olusan ugucu
bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Losinin katabolizmasi sonucu elde edilen ve
ayirimda etkili olan ugucu bilesikler
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Cizelge 4.20. L. lactis subsp. lactis CM41’in 16sin katabolizmasi sonucu olusan ugucu
bilesikler

Kontrol Indirgenmis Yiikseltgenmis
Ucucu bilesik 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin
Etantiyol - - - 0.10 034 0.22 - - -
2-Propanon - 0.05 0.07 - - - - - -
3-Metil biitanal 0.47 - - - 0.17 - 0.06 036 0.36
2,3-Butandion - - - 0.20 0.36 - - 0.14 -
Tiyofen - - - 0.09 0.14 - - - -
Dimetil distlfit - 0.11 0.06 - - - - - -
3-Metil biitan nitril - - - - - - 037 037 0.77
3-Hidroksi 2-biitanon - - - - - - - 0.14 -
3-Metil-2-biitantiyol - - - 0.08 0.05 - - - -
2,5-Dimetil-3-hekzanol - 087 6.29 - 032 1.68 - - -
3,7-Dimetil-3-oktanol - - - - 0.19 - - 0.09 0.22
2-Pentantiyol - - - 035 105 042 - - -
Benzaldehit - - - 011 017 006 021 096 1091
Benzoik asit metil ester - - 0.55 - - - - - -
Benzoksazol - - - - - - 0.05 0.14 -
3-Metiltiyo propan nitril - - - 0.15 - - 026 012 044
1,2,3-Tritiyolan - - - - 0.20 0.12 - - -

(Sonuglar ugucu bilesik pik alani/internal standart pik alani olarak verilmistir.)
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Sekil 4.25. a) L. lactis’in 16sin katabolizmasi sonucu olusan ugucu bilesiklere ait Temel

Bilesen Analizi, b) Losinin katabolizmasi sonucu elde edilen ve ayirimda etkili olan ugucu
bilesikler
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Sekil 4.26. a) L. lactis subsp. lactis 35-C-9’un 16sin katabolizmasi sonucu olusan ugucu
bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Losinin katabolizmasi sonucu elde edilen ve
ayirimda etkili olan ugucu bilesikler
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Sekil 4.27. a) L. lactis subsp. cremoris UD459’un 16sin katabolizmasi sonucu olusan ugucu
bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Losinin katabolizmasi sonucu elde edilen ve
ayirimda etkili olan ugucu bilesikler
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Cizelge 4.21. L. lactis subsp. cremoris UD459’un 16sin katabolizmasi sonucu olusan ugucu
bilesikler

Kontrol Indirgenmis Yiikseltgenmis
Ucucu bilesik 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin 0.giin 2.giin 4.giin
2-Biitanon - - - 0.14 067 1.66 - - -
3-Metil biitanal 0.73 - - - 073 100 023 177 235
2,3-Butandion - - - 048 2.08 5.23 - - -
Tiyofen - - - 0.38 058 0.88 - - -
3-Metil bitan nitril - - - - - - 1.00 240 322
2,5-Dimetil-3-hekzanol - - 1.03 - - - - - -

3,7-Dimetil-3-oktanol 011 026 0.14

2-Pentantiyol - - - 040 185 3.20 - - -
Benzaldehit - - - - - - 021 019 0.60
3-Metiltiyo propan nitril - - - - - - 023 0.08 0.25
2-Etil benzenamin 0.04 0.04 0.08 - - 0.32 - - -
1,2,3-Tritiyolan - - - - 0.26 0.40 - - -

(Sonuglar ugucu bilesik pik alani/internal standart pik alani olarak verilmistir.)
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Sekil 4.28. a) L. lactis subsp. cremoris IP5’in 16sin katabolizmasi sonucu olusan ugucu
bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Losinin katabolizmasi sonucu elde edilen ve
ayirimda etkili olan ugucu bilesikler
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Sekil 4.29. a) L. lactis subsp. cremoris HP’nin 16sin katabolizmasi sonucu olusan ugucu
bilesiklere ait Temel Bilesen Analizi, b) Losinin katabolizmasi sonucu elde edilen ve
ayirimda etkili olan ugucu bilesikler

Yapilan benzer bir ¢calismada, yiikseltgenmis ortamin malt, ¢icek, meyve, badem ve lahana
aromasindan sorumlu olan aldehitlerin ve ugucu siilfiir bilesiklerinin {iretimine neden
oldugu bildirilmistir. Bu durumun, aminoasitlerin transaminasyonu yoluyla iiretilen a-keto
asitlerin kimyasal oksidasyonundan kaynaklandig1 belirtilmistir. Indirgenmis ortamin ise,
asir1 olgunlagsmis peynir aromasina katkida bulunan fenil asetik, metiltiyo propiyonik ve

izovalerik asit gibi karboksilik asitlerin tiretimini tesvik ettigi tespit edilmistir [39].
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4.4 Peynirin Redoks Potansiyelinin Kontrolii icin Kullamlacak Redoks Ajanlarmin
Belirlenmesi

4.4.1 Fermente Siitiin Redoks Potansiyelinin Kontrol Altinda Tutulmasi

Calismanin bu boliimiinde, farkli indirgen ajanlarin ve ylikseltgen ajanlarin farkli
konsantrasyonlarinin yagsiz UHT siitiin redoks potansiyeli ve pH’s1 lizerindeki etkisi
arastirilmistir. Ardindan, bu redoks ajanlarinin fermente yagsiz siitiin redoks potansiyeli ve
pH’s1 tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla redoks ajanlarini igeren siitlere L. lactis
subsp. lactis CM41 susu inokiile edilmistir. Fermantasyon siiresince (16-24 saat) redoks

potansiyeli ve pH her 5 dakikada bir kaydedilmistir.

Calismada, redoks potansiyeli (ORP) 168.6 mV ve pH’s1t 6.68 olan yagsiz UHT siit
kullanilmistir. Calismada kullanilan indirgen ajanlar iginde sodyum hidrosiilfit (Na;S,04)
ile en diislik redoks potansiyeli saglanmistir. Sodyum hidrosiilfit % 0.01 oraninda yagsiz
stite eklendiginde redoks potansiyeli -518.6 mV olarak Sl¢lilmiistiir. Sodyum hidrostilfit
ilavesinin siitlin baslangic pH’sim1 etkilemedigi gozlenmistir. Ditiyotreitol ve sistein
ilavesinin de siitlin redoks potansiyelini diislirdiigli, ancak, sodyum hidrosiilfit kadar
indirgen olmadiklar1 belirlenmistir. Ayrica, sistein ilavesinin siitiin pH’sim1 digiirdiigi
tespit edilmistir. Diger bir indirgen ajan olan askorbik asit ise, siitiin redoks potansiyelini

negatif degerlere diisiirememis ve pH’ nin diismesine neden olmustur.

Peynirde redoks potansiyeli heksoz oksidaz enzimi kullanilarak kontrol altina alinabilecegi
bildirilmistir [154]. Sistematik ad1 D-heksoz:oksijen 1-oksidorediiktaz (EC 1.1.3.5) olan
heksoz oksidaz monosakkaritlerin ve oligosakkaritlerin ilgili laktonlara doniistimiinii

katalizlemektedir. Heksoz oksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyon asagida gosterilmistir.
B-D-glukoz + O, —— 6-D-glukonolakton + H,0,
B-D-galaktoz + O, — y-D-galaktonolakton + H,0,

Heksoz oksidaz D-glukoz, D-galaktoz, ksiloz, arabinoz, sellobiyoz, laktoz, maltoz,
maltotrioz ve maltotetraozu okside edebilmektedir. Heksoz oksidaz monosakkaritlere ve
disakkaritlere kars1 yiiksek egilim gostermektedir [155]. Heksoz oksidaz cottage peynir ve
tofuda kullanildiginda, laktozun laktobiyonik asite yiikseltgenmesi iriinlerin asitligini

artirmakta ve boylece piht1 olusumunu kolaylagtirmaktadir [154].
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Cizelge 4.22. Redoks ajanlarmin farkli konsantrasyonlarinin yagsiz siitiin ve fermente
stitiin (L. lactis subsp. lactis CM41 ile) redoks potansiyeli ve pH’s1 tizerindeki etkisi

Konsant. ORRP (tiw) ORRP (tson)

(%a/h) (mV) (mV) pH (tilk) pH (tson)
Yagsiz UHT siit Kontrol 168.6 -336.1 6.68 4.25
Indirgen Ajanlar
Sodyum hidrosiilfit 0.01 -518.6 -340.1 6.65 4.26
(Na28204)
0.025 -534.7 -331.1 6.64 4.78
0.05 -559.3 -420.1 6.69 5.25
0.1 -582.9 -468.9 6.75 5.69
Ditiyotreitol (DTT, 0.01 -122.6 -341.9 6.64 4.18
C4H100:S,)
0.05 -195.3 -341.2 6.65 4.16
0.1 -227.4 -345.4 6.63 3.90
Sistein (C3H;NO,S) 0.5 -192.8 -334.5 6.59 4.30
1.0 -219.9 -326.4 6.45 4.26
15 -235.7 -352.1 6.48 4.37
L-askorbik asit 0.05 21.6 -240.5 6.24 4.22
(CeHsOs)
0.1 21.0 -300.8 6.06 4.29
0.5 38.1 -336.4 5.35 4.18
Heksoz oksidaz (CM41 0.025 171.3 -313.9 6.73 4.36
ilavesiz)
Heksoz oksidaz (CM41 0.025 173.7 -329.2 6.75 4.22
ilaveli)
Yiikseltgen ajanlar
Potasyum iyodat (K10,) 0.05 218.2 139.4 6.68 4.86
0.075 230.0 159.1 6.66 5.52
0.1 245.6 205.8 6.66 5.62
Potasyum ferrisiyanit 0.05 239.6 -315.6 6.62 4.24
(Ks[Fe(CN)])
0.1 289.9 -333.0 6.62 4.16
0.5 331.0 -304.2 6.58 4.20

ti:fermantasyon baglangici  tson:fermantasyon sonu, fermantasyon siiresi 16-24 saat arasinda
degismektedir.
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Yikseltgen ajan olarak kullanilan potasyum iyodat (KIO3z) % 0.05 oraninda siite ilave
edildiginde siitiin redoks potansiyelini 218.2 mV’ye ve potasyum ferrisiyanit
(K3[Fe(CN)g]) % 0.05 oraninda eklendiginde ise siitiin redoks potansiyelini 239.6 mV’ye
yiikseltmistir. Ancak, potasyum iyodat siitiin pH’sin1 etkilemezken, potasyum ferrisiyanit

az da olsa siitiin pH’sinda bir diisiise neden olmustur (Cizelge 4.22).

0 | T T T T 7
300 600 900 1200 1500
-100 - - 6

——9%0.01-ORP
-200 - -5 ——060.025-ORP

S 500 - , ———90.05-ORP
£ I ——%01-ORP
& -400 - -3 ——60.01-pH
500 , ——9%0.025-pH
960.05-pH
-600 - -1 %0.1-pH
700 - -0

Zaman (dakika)

Sekil 4.30. Sodyum hidrosiilfitin farkli konsantrasyonlarinin fermente siitiin ORP ve pH’s1
tizerine etkisi

Sekil 4.30°da, % 0.01, % 0.025, %0.05 ve % 0.1 konsantrasyonunda sodyum hidrosiilfitin
stite ilavesinin L. lactis subsp. lactis CM41 susunun gerceklestirdigi fermantasyon
siresince redoks potansiyeli ve pH lizerindeki etkisi verilmistir. Sodyum hidrosiilfit %0.05
ve % 0.1 konsantrasyonunda siite ilave edildiginde, fermantasyon sonunda redoks
potansiyeli sirasiyla -420.1 ve -468.9 mV olarak belirlenmistir. Ancak, bu
konsantrasyonlarda pH’nin 5.0’in {izerinde kaldig1 saptanmistir. Bu nedenle, indirgenmis
redoks potansiyelini elde etmek ve aym1 zamanda pH diisiisiinii saglamak icin uygun

sodyum hidrosiilfit konsantrasyonunun % 0.01 oldugu belirlenmistir.

Indirgen ajan olarak ditiyotreitol (DTT) kullanildiginda ise calismada test edilen
konsantrasyonlar1 ile inkiibasyon sonunda, birbirine yakin redoks potansiyellerine
ulagildig1 gézlenmistir. DTT nin siitiin redoks potansiyelini negatif degerlere diisirmesinin
ve bu noktada redoks potansiyelinin stabil olarak kalmasimi saglamasinin yaninda pH
diisiistine de engel olmadig1 belirlenmistir. Ancak, bu bilesigin agir bir kiikiirt kokusuna

sahip olmasi nedeniyle peynir iiretiminde kullanilmamasina karar verilmistir.
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Sekil 4.31. Ditiyotreitoliin (DTT) farkli konsantrasyonlarinin fermente siitiin ORP ve pH’s1
tizerine etkisi
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Sekil 4.32. Sisteinin farkli konsantrasyonlarinin fermente siitin ORP ve pH’si iizerine
etkisi

Diger bir indirgen ajan olan sisteinin, sodyum hidrosiilfit kadar yiiksek bir indirgen
aktiviteye sahip olmamasi ve siitiin baglangic pH’sim1 diisiirmesi nedeniyle peynir

tiretiminde kullanilamayacagina karar verilmistir.
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Sekil 4.33. Askorbik asitin farkli konsantrasyonlarinin fermente siitin ORP ve pH’si
tizerine etkisi

Askorbik asit siitiin baglangi¢ redoks potansiyelini negatif degerlere diislirememis ve

ayrica, baglangi¢ pH’sinin diismesine neden olmustur.

400 - -7
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200 - e
— 100 -
E - 4
g ° 360 660 960 12'00 15003 e _ORP
hd
O _100 - PH
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-300 - -1
-400 - -0
Zaman (dakika)

Sekil 4.34. Heksoz oksidazin (% 0.025, %a/h) siitiin ORP ve pH’s1 iizerine etkisi

Heksoz oksidaz, kiiltiir inokiilasyonu gerceklestirilmeden siite % 0.025 konsantrasyonunda
ilave edildiginde, inkiibasyonun yaklasik 16. saatinden sonra pH diisiisii baslamis ve
4.36’ya kadar diismiistiir. pH diisiisiiniin gecikmesinin nedeninin, heksoz oksidaz
katalizorliigiinde laktozdan laktobiyono-d-laktonun olusmasi [156] ve ardindan bunun siitte

(sulu sistem) laktobiyonik asite hidrolize olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
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Ayrica, redoks potansiyeli egrisi incelendiginde laktobiyonik asitin olusumuna bagli olarak

redoks potansiyelinin 700. dakika itibariyle hizla diistiigii belirlenmistir (Sekil 4.34).

300 o7
e 0/9(). 1 +9
- . 60.1+%2 CM41 ORP
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200
"9  ——050.075ORP
~ 150
2 4 % 0.05 ORP
= 100 T ——%0.1+%2 CM41 pH
= - 3
O 50 e 060.1+%1 CM41 pH
0 . . , 2 % 0.075 pH
600 900 1200 15901 % 0.05 pH
_50 |
-100 - -0

Zaman (dakika)

Sekil 4.35. Potasyum iyodatin farkli konsantrasyonlarinin fermente siitiin ORP ve pH’s1
tizerine etkisi

Potasyum iyodat igeren siite, L. lactis subsp. lactis CM41 susu inokiile edildikten sonra
redoks potansiyelinin hizla -50 mV civarina diistii§ii ve inkiibasyonun yaklasik 150.
dakikasindan itibaren redoks potansiyelini artmaya basladigi gozlenmistir. Inkiibasyon
sonunda ise, potasyum iyodatin fermente siitiin redoks potansiyelini pozitif degerlerde
tutmayr basardigi belirlenmistir. Bu nedenle, yiikseltgenmis ortam olusturmak igin
potasyum iyodatin uygun bir yiikseltgen ajan oldugu diisiiniilmektedir. Ancak, potasyum
tyodat siite % 0.075 ve % 0.1 konsantrasyonunda ilave edildiginde pH’nin 5.0’in altina
diismedigi tespit edilmistir. Potasyum iyodat denemesinde, kullanilan konsantrasyonlarin
icinde % 0.05’in hem pozitif redoks potansiyeli elde etmek i¢in hem de siitlin pH’sinin

5.0’in altina diismesi i¢in uygun oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.36. Potasyum ferrisiyanitin farkli konsantrasyonlarmin fermente siitin ORP ve
pH’s1 lizerine etkisi

Calismada kullanilan diger yiikseltgen ajan olan potasyum ferrisiyanit siite eklendiginde
baslangi¢ redoks potansiyelini yiikseltmistir. Ancak, fermantasyon basladiktan sonra
redoks potansiyeli hizla diismiis ve inkiibasyon sonunda yaklasik -300 mV olmustur.
Potasyum ferrisiyanitin konsantrasyonunun artmasi sadece redoks potansiyelinin diigiisiinii
geciktirmis, inkiibasyon sonunda ulastig1 degeri etkilememistir. Bu nedenle, peynir tiretimi
yiikseltgen ajan olarak kullanilamayacagina karar verilmistir. Ayrica, potasyum ferrisiyanit

ile yapilan ¢alismalarda, bu bilesigin redoks elektrotlarina zarar verdigi belirlenmistir.

4.4.2 Fermente Yag1 Azaltilmis UF Siitiin Redoks Potansiyelinin Kontrol Altinda
Tutulmasi

Bolim 4.4.1°den elde edilen veriler 1s18inda galismanin devaminda indirgen ajan olarak
sodyum hidrosiilfitin ve yiikseltgen ajan olarak potasyum iyodatin kullanilmasina karar
verilmigtir. Calismanin bu boliimiinde, bu redoks ajanlarin farkli konsantrasyonlarinin,
yagi azaltilmig UF siite L. lactis subsp. lactis CM41 veya L. lactis subsp. cremoris UD459
susunun inokiilasyonunun ardindan redoks potansiyeli ve pH’s1 iizerindeki etkisi
aragtirtlmistir. Fermantasyon siiresince (16-24 saat) redoks potansiyeli ve pH her 5
dakikada bir kaydedilmistir. Cizelge 4.23 ve Cizelge 4.24 incelendiginde, % 0.01 oraninda
sodyum hidrosiilfit igeren yagi azaltilmis UF siitiin redoks potansiyelinin, L. lactis subsp.
lactis CM41 ve L. lactis subsp. cremoris UD459 suslarinin inokiilasyonundan hemen sonra
sirastyla, -314.2 ve -370.9 mV oldugu goriilmektedir. Ayrica, sodyum hidrostlfit
konsantrasyonu arttik¢a, beklenildigi gibi redoks potansiyelinin de daha diisiik degerlere
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ulastig1 gozlenmistir. Ancak, bu redoks ajaninin konsantrasyonunun artmast pH diisiisiinii
olumsuz etkilemesinin yani sira, kullanilan starter kiiltiirlerin canliligini da olumsuz
etkilemektedir. Ayrica, yag1 azaltilmig UF siit ve tam yagh UF siit ile gerceklestirilen
peynir iiretimi denemelerinde de benzer sonuglar elde edilmistir (veriler verilmemistir). Bu
etmenler g6z 6niinde bulundurularak, peynir iiretiminde indirgen ajan olarak kullanilan

sodyum hidrosiilfitin % 0.01 (a/a) oraninda UF siite ilave edilmesine karar verilmistir.

Yiikseltgen ajan olarak kullanilan potasyum iyodatin fermente UF siitiin redoks
potansiyelini basarili bir sekilde pozitif degerlerde tuttugu belirlenmistir. Ancak, potasyum
iyodatin dezavantaji fermente siitiin pH’sinin diigmesine engel olmasidir. Cizelge 4.23
incelendiginde, kullanilan diger konsantrasyonlara gére uygun pH diislisiiniin saglandigi,
% 0.025 potasyum iyodat iceren yagi azaltilmig UF siitiin redoks potansiyelinin baglangicta
220.1 mV iken, inkiibasyon sonunda -39.9 mV’ye diistiigii goriilmektedir. % 0.04 ve %
0.05 oraninda potasyum iyodatin pH’nin 5’in altina diismesine engel oldugu belirlenmistir.
Bu nedenle, hem peynir {iiretimi ve olgunlagma siiresince redoks potansiyelini pozitif
degerlerde tutmak hem de peynir iiretimi sirasinda yeterli pH diisiisiinii saglamak igin
potasyum iyodat ilavesinin iki agsamada gergeklestirilmesine karar verilmistir. Bu amagla,
potasyum iyodat, peynir iiretiminde kullanilacak olan tam yaglh UF siite baslangicta %
0.025 (a/a) oraninda ve ardindan, yeterli pH diislisii saglandiktan sonra peynirlere tuz
ilavesi sirasinda tuz ile birlikte % 0.025 (a/a) oraninda ilave edilmistir. Sonug olarak, son

tirtin % 0.05 (a/a) oraninda potasyum iyodat igermektedir.
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Cizelge 4.23. Redoks ajanlarinin farkli konsantrasyonlarinin yagi azaltilmis UF siitiin ve
yagi azaltilmis UF fermente siitiin (L. lactis subsp. lactis CM41 ile) redoks potansiyeli ve
pH’s1 tizerindeki etkisi

Konsant. Kiiltir ORP (tjx) ORP (t,n) pH pH log
(%0a/h) (Yoviw) (mV) (mV) (ti)  (tson) KoB/mL?
UF siit Kontrol 1 128.6 -344.2 6.52 4.77 9.66
indirgen Ajan
Sodyum hidrosiilfit 0.01 3 -314.2 -397.7 6.48 4.87 9.32
(Nazszo4)
0.025 3 -400.9 -356.9 6.47 4.89 8.93
0.05 3 -526.5 -372.9 6.51 5.05 8.09
Yiikseltgen ajan
Potasyum iyodat 0.025 3 220.1 -39.9 6.47 4.89 9.19
(KI1Oy)
0.05 3 245.6 45.3 6.46 5.05 9.05
0.05 1 280.3 73.5 6.48 5.08 9.06

8Canli laktokok sayist (tson), ti: fermantasyon baglangict  tg,,:fermantasyon sonu

Cizelge 4.24. Redoks ajanlarinin farkli konsantrasyonlarinin yagi azaltilmis UF siitiin ve
yag1 azaltilmig UF fermente siitiin (L. lactis subsp. cremoris UD459 ile) redoks potansiyeli
ve pH’s1 tizerindeki etkisi

Konsant. Kiiltiir ORP (t”k) ORP (tson) pH pH |Og
(Ya/h)  (%viw) (mV) (mV) (ti) (ten) KOB/ML?
UF siit Kontrol 1 121.8 -356.7 6.47 480 9.29
fndirgen Ajan
Sodyum hidrosiilfit 0.01 3 -370.9 -474.8 6.46 4.73 9.06
(Na,S;0,)
0.025 3 -436.1 -383.0 6.52 4.84 8.80
0.05 3 -566.6 -509.0 6.45 6.31 8.04
Yiikseltgen ajan
Potasyum iyodat 0.04 3 206.2 8.7 6.49 498 8.70
(K1053)
0.05 3 232.1 35.6 6.49 5.01 8.56

®Canli laktokok sayst (tson), tik: fermantasyon baslangici  tg,n:fermantasyon sonu

4.5 UF Peynir Uretimi Boyunca Redoks Potansiyeli ve pH Degisiminin Belirlenmesi

UF peynir tiretiminde starter kiiltiir olarak L. lactis subsp. lactis CM41 ve L. lactis subsp.
cremoris UD459 saf kiltiirlerinin kullanimina karar verilmistir. Calisma kapsaminda
kullanilan alt1 farkli laktokok susunun arasindan bu iki susun peynir liretiminde starter

olarak secilmesi, asidifikasyon aktiviteleri, siitii indirgeme kapasiteleri, siitiin
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fermantasyonu siiresince gelisimleri ve canliliklari, kullanilan redoks ajanlarina karsi
direncleri ve aminoasit katabolizmasi sonucu iiretilen ugucu bilesikler goz Oniinde
bulundurularak gergeklestirilmistir. Sodyum hidrosiilfitin indirgenmis peynir (i1 ve i2)
tiretiminde kullanilmasi ile birlikte kontrol peynirinden (K1 ve K2) farkli olarak, iiretimin
baslangicindan itibaren indirgenmis kosullar olusturulmustur. Yiikseltgenmis peynir (Y1
ve Y2) iiretiminde ise potasyum iyodatin kullanilmasiyla tiiretimin baglangicindan

olgunlagsma periyodunun sonuna kadar yiikseltgenmis kosullar olusturulmustur.

Bu ¢alisma kapsaminda, hem L. lactis subsp. lactis CM41 hem de L. lactis subsp. cremoris
UD459 susu kullanilarak kontrol, indirgenmis ve yiikseltgenmis UF peynir {iretimi
stiresince redoks potansiyeli ve pH’da meydana gelen degisimler Ol¢lilmiistiir. Ancak,
burada sadece L. lactis subsp. lactis CM41 susu kullanilarak tiretilen peynirlere ait bulgular
verilmigtir. Sekil 4.37, Sekil 4.38 ve Sekil 4.39°da sirasiyla, kontrol, indirgenmis ve
yiikseltgenmis peynirlerin liretimi siiresince redoks potansiyeli (ORP, mV) ve pH degisimi
verilmigtir. Calismada kullanilan pastorize UF siitlin baslangi¢ redoks potansiyeli

146.9+£8.3 mV ve pH’s1 6.5+0.1 olarak Slgiilmiistiir.

Sekil 4.37 incelendiginde, kontrol peynirinin iiretiminde starter ve rennet inokiilasyonu
yapildiktan sonra redoks potansiyelinin hizla, yaklasik 150 mV’den -400 mV’nin altina
diistiigii goriilmektedir. Bu hizli diistisiin nedeni, starter kiiltiir aktivitesine bagli olarak
stitiin indirgenmesidir. Yapilan bir caligmada, siitiin indirgenmesinde etkili olan birinci
mekanizmanin NADH oksidaz tarafindan, ortamdaki ¢oziinmiis oksijenin kullanilmasi
oldugu, ikinci mekanizmanin ise oksijenden bagimsiz oldugu ve oksijen disindaki
yiikseltgen bilesiklerin ETS tarafindan indirgendigi belirlenmistir [35]. Ayrica, L. lactis’in
hiicre yiizeyinde bulunan ekzoproteinlerin (membran proteinleri veya hiicre duvari
proteinleri gibi) redoks potansiyelinin diigmesinde rol oynadigi ileri siiriilmiistir [63].
Yapilan bir baska ¢alismada, laktik asit bakterilerinin indirgeme kapasitelerinin, gelisimleri

stiresince lretilen indirgen molekiillerden kaynaklandigi belirtilmistir [37].
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Sekil 4.37. Laboratuvar 6lcekli UF peynir iiretimi siiresince redoks potansiyeli (ORP, mV)
ve pH'nin degisimi (Kontrol peyniri, K1)

Ardindan, redoks potansiyelinin bu noktadan sonra yavasca tekrar yilikselmeye basladigi ve
yaklasik -380 mV’ye ulastig1 gozlenmistir. Bu durumun, pH nin diismesinden ve redoks
potansiyelinin pH’ya bagliligindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Daha sonra redoks
potansiyelinde meydana gelen diisiik diizeydeki artiglarin, sicakligin degistirilmesine bagh

olarak gerceklestigi diisiiniilmektedir.

Indirgenmis peynir iiretiminde kullanilan UF siite baslangicta % 0.01 (a/a) oraninda
sodyum hidrosiilfit ilave edilmis ve baslangic redoks potansiyeli -337 mV olarak
Olciilmiistiir. Fermantasyon basladiktan sonra kontrol peynirinin iiretiminde oldugu gibi,
redoks potansiyelinde hizli bir diisiis meydana gelmistir (Sekil 4.38). Ancak, kontrol
peynirinin iiretiminde baslangigta yaklasik 550 mV’lik bir diisiis meydana gelirken,
indirgenmis peynir iretiminde yaklasitk 150 mV’lik bir diisiisiin s6z konusu oldugu
belirlenmistir. Bu durumun, siitiin poising kapasitesinden kaynaklandigi diisiintilmektedir.
Poising kapasitesinin, sistemde bulunan redoks c¢iftlerinin toplam konsantrasyonuna ve
indirgenmis ve yiikseltgenmis bilesiklerin konsantrasyonuna bagli oldugu bildirilmistir
[15, 16, 67]. Ayrica, pH disiisiiniin, kontrol peyniri tiretimi sirasinda olusan pH diisiisiine
gore daha yavas gerceklestigi gozlenmistir. Bu durumun olasi nedenine Boliim 4.6.6’da

deginilmistir.
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Sekil 4.38. Laboratuvar dl¢ekli indirgenmis UF peynir Gretimi siiresince redoks potansiyeli
(ORP, mV) ve pH'nin degisimi (Indirgenmis peynir, 11)

Sekil 4.39°da yiikseltgenmis peynir iiretimi sirasinda redoks potansiyeli ve pH’da meydana
gelen degisim gorilmektedir. Yiikseltgenmis peynir iiretiminde UF siite baslangicta %
0.025 (a/a) oraninda potasyum iyodat ilave edilmistir. Ardindan, starter kiiltiir ve rennet
inokiilasyonu yapilmistir. Kontrol ve indirgenmis peynirlerin iiretiminden farkli olarak tuz
ile birlikte % 0.025 (a/a) potasyum iyodat ilavesi tekrar yapilmistir. Bdylece, pozitif redoks
potansiyeline sahip peynir elde edilmistir. Fermantasyonun baglamasi ile birlikte, ortamda
bulunan yiikseltgen ajana ragmen redoks potansiyeli diismiis ve yaklasik -35 mV’ye
ulagsmistir. Daha sonra tuz ile birlikte yapilan ikinci yiikseltgen ajan ilavesi sayesinde
redoks potansiyeli tekrar artmaya baslamis ve inkiibasyon sonunda yaklasik 148 mV’ye
ulagmustir. Yiikseltgenmis peynir iiretiminde de, pH diisiiniin kontrol peynirinde oldugu

gibi hizli gerceklesmedigi belirlenmistir.
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Sekil 4.39. Laboratuvar olcekli yiikseltgenmis UF peynir iiretimi siiresince redoks
potansiyeli (ORP, mV) ve pH'nin degisimi (Yiikseltgenmis peynir, Y1)
Ayrica, bu calismada, tuz ilavesinin peynirin redoks potansiyelini onemli diizeyde
etkilemedigi saptanmugtir. L. lactis subsp. cremoris UD459 susu kullanilarak
gerceklestirilen calismada da benzer sonuglar elde edilmistir. Bu nedenle, burada o
calismaya ait sonuclar verilmemistir. Bu calismada, elde edilen bir diger 6nemli bulgu ise,
tam yagl ve yagi azaltilmis UF siitiin redoks potansiyelinin farkli olmasidir. Bir dnceki
calismada kullanilan yag1 azaltilmig UF siitiin redoks potansiyelinin ortalama 125.24+4.8
mV oldugu saptanmistir. Peynir iiretiminde kullanilan tam yaglh UF siitiin redoks
potansiyelinin ise 146.948.3 mV oldugu belirlenmistir. Buna gére, UF siitiin yag igeriginin
artmasina bagli olarak redoks potansiyelinin de arttifi sOylenebilir. Benzer sekilde,
Pastushenko ve ark.’nin [86] yaptig1 ¢alismada, redoks potansiyelinin siitiin yag igerigi ile
birlikte arttig1 bildirilmistir. Schreyer ve ark. [69], siit yaginin, elektrotlarin yiizeyinin bir
yag tabakasiyla kaplanmasina neden olabilecegi ve buna bagl olarak, olgiilen redoks
degerini degistirmis olabilecegini ileri siirmiistiir.
4.6 Redoks Potansiyelinin UF Peynirin Olgunlasma Karakteristikleri Uzerindeki
Etkisinin Belirlenmesi
4.6.1 Mikrobiyolojik Analizler
Olgunlasma siiresince laktokoklarin canliliginda meydana gelen degisimler Sekil 4.40’da
verilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, 6rnekler arasindaki farkliligin
onemli oldugu (P<0.05), sadece K2 ve 12 peynirleri arasindaki farkliligin énemli olmadig

belirlenmistir. Ayrica, olgunlagsma siiresinin laktokoklarin canliligr {izerindeki etkisinin
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istatistiksel agidan 6nemli oldugu bulunmustur (P<0.05). Genel olarak, L. lactis subsp.
lactis CM41 susunun starter olarak kullamildigi K1 ve Il peynirlerindeki laktokok
sayismin, L. lactis subsp. cremoris UD459 susunun starter olarak kullanildign K2 ve 12
peynirlerine gére daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Olgunlasmanin 90. giiniinde, 11
peynirindeki laktokok koloni sayisinin 12 peynirindeki ve kontrol peynirlerindeki (K1 ve
K2) laktokok koloni sayisina gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. L. lactis subsp. lactis
CM41 ve L. lactis subsp. cremoris UD459 suslarmin sodyum hidrosiilfite karsi
dayanikliliklarinin farkli oldugu tespit edilmistir (P<0.05). Yapilan bir ¢alismada, sistein
ilavesi ile tretilen yogurtta bulunan S. thermophilus’un canliliginin sisteinden olumsuz
etkilendigi, ancak, L. acidophilus’un sayisinin, daha yiiksek konsantrasyonda sistein i¢eren

yogurtlarda dahi tiretim ve depolama siiresince yiiksek oldugu bildirilmistir [73].
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Sekil 4.40. Peynir 6rneklerinde bulunan laktokoklarin canliliginin (log KOB/g) olgunlagma
stiresince degisimi

Potasyum iyodatin yiikseltgen ajan olarak kullanildigi (% 0.05 oraninda) Y1 ve Y2
peynirlerinde, olgunlasmanin 60. giinii itibariyle laktokok saptanamamistir. Olgunlagsmanin
ilerlemesiyle birlikte, starter kiiltiirlerin potasyum iyodata olan toleransmnin azaldig
diistiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, % 1 oraninda potasyum iyodat kullanilarak
iiretilen Cheddar peynirinde olgunlagma siiresince canli starter laktik asit bakterilerine
rastlanmadigi ancak, % 0.1 ve % 0.05 oraninda potasyum iyodat iceren Cheddar
peynirlerinde starter laktik asit bakterilerinin olgunlasma siiresince canliliklarini
stirdlirdiigli ve canliliklarinda meydana gelen diislisiin kontrol peynirindekine benzer bir

trende sahip oldugu bildirilmistir [32]. Bu ¢alisma kapsaminda % 0.05 oraninda potasyum
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iyodat kullanilarak iiretilen UF peynirlerde (Y1 ve Y2) 60. giin itibariyle laktokoklarin
tamaminin canliligini yitirmesine ragmen, ayni konsantrasyonda potasyum iyodat
kullanilarak iiretilen Cheddar peynirinde olgunlasma siiresince starter laktokok sayisinin
yaklasik 6 log (KOB/g) ‘nin {izerinde olmasinin nedeninin potasyum iyodatin her iki
peynirin Uretimi sirasinda farkli basamaklarda ilave edilmesinden ve peynir tiirlerinin
farkliligindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Caldeo ve ark. [32] potasyum iyodati
Cheddar peynirinin tuzlanmasi asamasinda ilave etmislerdir. Bu nedenle, peynir
matriksinin starter kiltlirler i¢in potasyum iyodatin kullanilan konsantrasyonuna karsi
koruyucu bir bariyer gorevi gordiigli diisiiniilmektedir. Buna karsin, UF peyniri iiretiminde
potasyum iyodatin yarist baslangicta UF siite, diger yarisi ise tuz ile birlikte peynire
eklenmistir. Potasyum iyodatin UF peynir kalib1 i¢inde yiiksek nem igeriginin de yardimi
ile homojen dagilimi, Cheddar peynirine gore daha muhtemel olmasi nedeniyle, UF peynir
tiretiminde kullanilan starter kiiltiirler bu redoks ajanindan muhtemelen olumsuz

etkilenmislerdir.

Ayrica, olgunlagma siiresince peynir drneklerinde starter olmayan laktik asit bakterilerine

ve koliform grubu bakterilere rastlanmamustir.

4.6.2 Bilesim Analizleri

Caligmada fretilen UF peynirlerin bilesim 06zellikleri ve pH’s1t Cizelge 4.25°de ve
peynirlerde meydana gelen peyniraltt suyu ayriminda ve titrasyon asitliginde olgunlagsma
siiresince meydana gelen degisimler, sirasiyla Sekil 4.41 ve Sekil 4.42°de verilmistir.
Peynirlerin % kurumadde degerlerinin istatistiksel acidan birbirinden farkli oldugu
(P<0.05) ve olgunlasma siiresinin kurumadde degerleri tizerindeki etkisinin dnemli oldugu
(P<0.05) belirlenmistir. Ozellikle, olgunlasma siiresince pH’s1 diger peynirlere gore yiiksek
olan Y1, 12 ve Y2 peynirlerinin kurumadde degerlerinin diger peynirlere gore daha diisiik
oldugu belirlenmistir. Peynirin pH’s1, peynirin nem igerigini kontrol eden ve bdylece,
bakterilerin gelisimini ve peynirdeki enzimlerin aktivitesini diizenleyen jel sineresisini

etkilemektedir [157].

Peynir Orneklerinin % protein degerleri incelendiginde ise, liretimin ve olgunlagsma
sliresinin ayr1 ayri etkilerinin istatistiksel agidan 6nemli oldugu tespit edilmistir (P<0.05).
Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, iiretimin ve olgunlagsma siiresinin %
kurumaddede tuz degerleri tizerindeki etkisinin o6nemli oldugu belirlenmistir. Peynir

orneklerinin % kurumaddede yag degerleri istatistiksel agidan karsilastirildiginda,
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olgunlagsmanin 7. ve 60. giinlerinde peynir drnekleri arasindaki farkliligin 6nemli olmadigi
belirlenmistir. Olgunlagmanin 30. giiniinde ise sadece K1 peynirinin % kurumaddede yag

degerinin diger peynirlerden farkli oldugu belirlenmistir. Ayrica, olgunlasma siiresinin

etkisinin 6nemli olmadig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.25. Olgunlagma siiresince peynirlerin bilesim 6zellikleri ve pH'lar

. Olgunlasma . A
Ozellik o K1 i1 Y1 K2 i2 Y2
suresi
7.giin 34.21+0.13" 3453+0.16° 33.84:£0.26° 34.74+0.40° 34.23+0.35 34.20+0.29%
% 30.giin  3451+0.41%° 33.76+0.13® 33.62+0.39% 34.96+0.28° 33.44+0.22% 34.11+0.26™
Kurumadde  60.giin 34.93+0.11° 33.90:0.49° 33.18+0.51*° 35.28+0.45° 33.89+0.11° 33.66+0.17°
90.giin 3455+0.11Y 34.13+0.27° 33.29:0.08" 35.43+0.07° 33.64+0.06" 33.07+0.02°
7.giin 12.18+0.13° 11.85+0.17° 11.02+0.15° 11.86+0.46" 11.70+0.11° 11.62:+0.26®
% Protein 30.giin  12.61£0.34" 12.43+0.69® 12.25+0.20"° 12.93+0.12° 11.88+0.48% 11.77+0.08"
60.giin 12.17+0.27°  11.86+0.06° 11.53+0.10*° 12.46+0.06° 11.54+0.01® 11.65+0.06®
90.giin  12.30£0.08" 12.06+0.05"° 11.78+0.13® 12.66+0.65° 11.81+0.11* 11.51+0.07°
7.giin 477+0.03°  458+0.017  4.75+0.02° 4.67+0.09®  458+0.08°  4.65+0.06™
. 30.giin 4.85+0.01°  4.81:0.02°  4.82+0.01°  4.65+0.07°  4.81£0.07°  4.68+0.01°
o TuzlkM 60.giin 4.75+0.07%  4.76+0.04™  4.86+0.07°  4.59+0.07°  4.61+0.10°  4.78+0.02"
90.giin 4.94+0,03"  457+0.08®  4.76x0.02°  4.44+0.03*  4.69+0.04™  5.01%0.05
7.giin 46.77+0.00  47.06+1.02  46.54+1.04 46.78+1.02  46.01£1.03  46.78+0.00
% YagKM 30.giin 48.54£1.02°  45.17+1.05°  4535+1.05° 45.77£0.00*° 45.61£1.06* 46.17+1.04°
60.giin 4795+1.01  46.46+1.04  4521+0.00 47.48£1.00  45.74£0.00  46.05+2.10
90.giin 48.50+1.02° 46.15+1.04°  45.06+0.00° 47.28+1.00™ 46.08+0.00® 45.36+0.00°
7.giin 473+0.01°  4.84+0.01°  4.99+0.01°  4.66+0.04°  4.95+0.05°  4.98+0.02°
oH 30.giin 4.67+0.00°  4.80£0.01°  4.97+0.01°  4.59+0.01°  4.93+0.06°  4.99+0.01°
60.giin 453+0.18°  4.79+0.00°  4.98+0.01™  4.56+0.01°  4.92+0.04°  5.00+0.02°
90.giin 4.63£0.01°  4.78+0.01°  4.97+0.00°  4.50+0.06°  4.90+0.04"  4.99+0.02°

Harflendirme Duncan testi kullanilarak yapilmistir. a-e: Her bir 6zellik i¢in ayn1 satirdaki farkli sistlere sahip
ornekler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

Peynir 6rneklerinin pH’sinda meydana gelen degisimler olgunlasma siiresince Slgiilmiistiir.
Olgunlagsmanin 90. giiniinde, % 0.05 oraninda potasyum iyodat kullanilarak tiretilen Y1 ve
Y2 peynirleri disinda diger peynirlerin pH’s1 4.50 ile 4.90 arasinda degismektedir. Ancak,
Y1 ve Y2 peynirlerinin pH’s1 olgunlagsma siiresince 4.97 ile 5.00 arasinda kalmistir. Bu
nedenle, bu peynirlerin nem igerigi diger peynirlere gore daha yiiksektir. Potasyum iyodat
calismada kullanilan starter kiiltiirlerin canliligini olumsuz etkiledigi i¢in yiikseltgenmis
peynirlerde olgunlasma siiresince pH diisiisii gézlenmemistir. Caldeo ve ark.’nin [32]
yaptig1 calismada, % 1 oraninda potasyum iyodat iceren Cheddar peynirinin pH’sinin
olgunlagma siiresince 5.8 civarinda oldugu, % 0.05 oraninda potasyum iyodat iceren

Cheddar peynirinin pH’sinin ise 5.2-5.3 araliginda degistigi bulunmustur. Calismada
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tiretilen peynir orneklerinin pH’lar istatistiksel a¢idan degerlendirildiginde, {iretimin ve

olgunlagma siiresinin pH tizerindeki etkisinin dnemli oldugu belirlenmistir (P<0.05).

Peynir Orneklerinde meydana gelen peyniralti suyu ayrilmasinin olgunlasma siiresince
degisimi Sekil 4.41°de verilmistir. Uretimin peyniralti suyu ayrilmasiiizerindeki etkisi
istatiksel agidan 6nemli bulunurken (P<0.05), kontrol peynirleri (K1 ve K2) arasinda
farklilik bulunmamistir. Ayrica, olgunlagsma siiresinin peyniralti suyu ayrilmasi iizerindeki
etkisinin de 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0.05). pH, peynir iiretimi sirasinda pthtinin
sikiligint dolayisiyla, peyniralti suyunun ayrilmasini etkilemektedir [157]. Buna bagh
olarak, pH’s1 diger peynir &rneklerine gore yiiksek olan Y1, 12 ve Y2 peynirlerinde

peyniralti suyu ayrilmasinin diisiik oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.41. Peynir orneklerinde meydana gelen peyniralti suyu ayrilmasmin olgunlagsma
stiresince degisimi (%)

Peynir orneklerinin titrasyon asitlifinde meydana gelen degisimler olgunlagma siiresince
belirlenmistir (Sekil 4.42). i1, Y2, K1 ve K2 peynirlerinin, istatiksel agidan titrasyon
asitligi degerlerine gore birbirinden farkli oldugu belirlenmistir (P<0.05). Y1 ve I2
peynirleri arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir. Olgunlagma siiresine gore titrasyon
asitliginde meydana gelen degisimler incelendiginde ise, 7. ve 30. giinler arasinda ve 60.
ve 90. glinler arasinda 6nemli bir farklilik olmadigi, ancak, bu gruplar arasindaki farkliligin

onemli oldugu bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.42. Peynir Orneklerinin titrasyon asitliginin (% laktik asit) olgunlasma siiresince
degisimi

Ayrica, kontrol peynirlerinin titrasyon asitliginin diger peynirlere gore daha yiiksek oldugu
Sekil 4.42°de goriilmektedir. Bu durumun, starter kiltiirlerin kontrol peynirlerinde
canliliklarini koruyabilmesinden (Sekil 4.40) ve laktoz metabolizmasini redoks ajanlarini
iceren  peynirlere gore daha rahat gergeklestirebilmelerinden  kaynaklandigi

distiniilmektedir.

4.6.3 Redoks Potansiyeli Ol¢iimii

Beyaz peynirin redoks potansiyelinin dl¢limii, kirilgan bir tekstiire sahip olmasi nedeniyle
oldukga zor yapilmaktadir. Kombine redoks elektrodu veya bir referans ve platin elektrot
birlikte 6l¢iim i¢in peynire daldirildiginda peynir kalibinda yariklar meydana gelmekte ve
elektrot oksijenle temas ettigi i¢cin dogru bir dlglim gerceklestirilememektedir. Bu ¢alisma
kapsaminda, elektrotun muhtemel ¢atlaklar nedeniyle oksijenle temasini engellemek icin
elektrot peynir kalibina daldirildiktan hemen sonra iizerine agar dokiilmiis ve bdylece
peynir kalibinin hem {ist yiizeyinin hem de yan ylizeyinin agar ile kaplanarak oksijenle
temas etmesi Onlenmistir. Redoks potansiyelinin dengeye gelmesi i¢in 24 saat siireyle
Olgtim alinmistir ve denge degeri kaydedilmistir (Sekil 4.43). Caldeo’nun [158] yaptigi
calismada, Cheddar peynirinde redoks potansiyeli 6l¢limiiniin 60 saatte dengeye geldigi
bildirilmistir. Cheddar peyniri gibi sert peynirlerde redoks potansiyelinin 6l¢iimii KCI tuz
kopriisii kullanilarak gergeklestirilebilmektedir [1, 158].

Sekil 4.43 incelendiginde, L. lactis subsp. cremoris UD459 kiiltiirii kullanilarak iiretilen
K2 peynirinin, L. lactis subsp. lactis CM41 kullanilarak iiretilen K1 peynirine gére, ayni
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sekilde 12 peynirinin de i1 peynirine gére olgunlasma siiresince daha diisiik redoks
potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir. Bu durum, L. lactis subsp. cremoris UD459
susunun indirgeme kapasitesinin daha yiiksek olmasindan kaynaklanmistir. Calisma
kapsaminda kullanilan laktokok suslarinin siitii indirgeme kapasiteleri incelendiginde de
(Sekil 4.2), L. lactis subsp. cremoris UD459 susunun siitii indirgeme kapasitesinin L.
lactis subsp. lactis CM41 susuna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. 11 ve 12
peynirlerinin liretiminde kullanilan sodyum hidrosiilfit sayesinde, kontrol peynirlerine

kiyasla (K1 ve K2) daha diisiik redoks potansiyeli degerlerine ulasilmistir.

300.0 -
200.0 -
100.0 -
%\ 0.0 - m7. gin
o 1 1 m 30. giin
% -100.0 - 60. giin
22000 - m90. giin
-300.0 -
-400.0 - i
Peynir

Sekil 4.43. Peynirlerin redoks potansiyellerinin (mV) olgunlasma siiresince degisimi

Olgunlagmanin ilerlemesiyle birlikte, K1, 11, K2 ve 12 peynirlerinin redoks
potansiyellerinin arttig1 ve Y1 ve Y2 peynirlerinde ise olgunlagsmanin 30. giintinden sonra
azaldigr  gozlenmistir. Bolduc ve ark.’nmin [67] yaptiklari c¢alismada, siitiin
elektrorediiksiyonu sonucunda c¢ok diisik En degerlerine ulasildigi ancak, depolama
stiresince E degerinin tekrar arttifi goézlenmistir. Bu durumun, siitte bulunan poising
etkiye sahip tiirlerin, redoks potansiyelinin degisimine karsi tamponlama etkisi
gostermesinden kaynaklandigi bildirilmistir [15, 67]. Bu ¢alismada gozlenen degisimin ise,
olgunlagsmaya bagli olarak ortaya ¢ikan proteoliz iriinlerinin ve diger bazi bilesiklerin
poising etki gdstermesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bir diger olasiligin ise,
proteoliz sonucu olusan peptitlerin, peynirde bulunan redoks aktif gruplar ile 6lgiimde

kullanilan elektrot arasinda bariyer gorevi gérmesi oldugu diistiniilmektedir.
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Olgunlasmanmn 7. glinlinde Y1 ve Y2 peynirlerinin (ylikseltgenmis peynir) redoks
potansiyeli degerlerinin sirastyla, 164.0 ve 185.1 mV oldugu belirlenmistir. Yiikseltgenmis
peynirlerde redoks potansiyelinin 30. giinde arttig1 ve ardindan, olgunlasmanin ilerleyen
giinlerinde dustiigii belirlenmistir. Ancak, 90 giinliilk olgunlagsma siiresince Y1 ve Y2
peynirlerinin redoks potansiyeli pozitif degerlerde kalmigtir. Yapilan diger ¢alismalarda
ise, yilkseltgen ajan kullanilarak iiretilen peynirlerin redoks potansiyellerinin
olgunlasmanin erken donemlerinden itibaren diismeye bagladigi ve negatif redoks
potansiyeli degerlerine ulastigi bildirilmistir [76-78, 158]. Yapilan bir ¢alismada, anaerobik
biitirik asit bakterilerinin gelisimini Onlemek amaciyla peynire eklenen KNO3’iin,
olgunlagmanin ilk on giiniinde peynirin Ep’sinin kontrol peynirine gore yaklasik 100 mV
daha yiiksek olmasina neden oldugu ve olgunlagsmanin ileriki gilinlerinde En’nin kontrol
peynirinin Ep’sine yaklagtigi tespit edilmistir [77]. Caldeo ve ark.’min [32] yaptigi
calismada, % 0.05 ve 0.1 oraninda KIO3 igeren Cheddar peynirlerinin kontrol peynirine
gore daha yiiksek redoks potansiyeline sahip oldugu ve olgunlasmanin ilk 2 haftasi
stiresince redoks potansiyelinin pozitif degerlerde (sirasiyla 179 ve 316 mV) kaldig
bildirilmistir. Olgunlasmanin birinci ayinda % 0.05 ve 0.1 oraninda KIOj3 iceren Cheddar
peynirlerinin Ep’sinin yavasga diistiigii ve 2 aydan sonra kontrol peynirinin Ep’sine
yaklastig1 tespit edilmistir. Olgunlagma siiresince peynirin redoks potansiyelinin
yiikseltgen ajanlar ile pozitif degerlerde tutulamamasinin nedeninin peynirdeki bakteriyel
gelisim (Ozellikle starter olmayan laktik asit bakterileri) ile ilgili olabilecegi bildirilmistir
[32]. Peynire eklenen yiikseltgen ajanlarin, bakteriyel redoks sistemleri tarafindan [72]
veya var olan indirgen bilesikler ile gergeklesen kimyasal reaksiyonlar nedeniyle
indirgenebilecegi dusiiniilmektedir [32]. Sekil 4.40 incelendiginde, Y1 ve Y2
peynirlerinde, olgunlagsmanin 60. giinii itibariyle laktokok tespit edilememis ve ayrica,
olgunlagma stiresince peynirlerde starter olmayan laktik asit bakterilerine rastlanmamaigtir.
Bu nedenle, diger calismalardan farkli olarak, olgunlagma siiresince yiikseltgen ajan
kullanilarak tretilen peynirlerin redoks potansiyeli degerleri negatif degerlere diigmemistir.
Benzer sekilde, Jeanson ve ark.’nin [25] yaptiklari ¢alismada, farkli gazlarla muamele
edilen siitlerin redoks potansiyelinin, bakteriyel gelisim olmadiginda uzun siire sabit

kaldig1 belirtilmistir.
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4.6.4 Proteoliz Diizeyini Belirlemeye Yonelik Analizler

pH 4.6°da ¢oziiniir azot tayini

Peynirde meydana gelen birincil proteoliz, pH 4.6’da ¢oziiniir azot diizeyi ve lire-PAGE ile
belirlenmektedir [40]. pH 4.6’da ¢oziiniir azot (yaygin olarak proteoliz indeksi olarak
kullanilmaktadir) igerigindeki farkliliklar, nem igerigindeki, sicaklik ve pH'daki
farkliliklar, olgunlagma siiresi, pisirme sicakligt ve drenajdaki pH farkliliklarindan
kaynaklanmaktadir. Bu fraksiyondaki peptitler, cogunlukla kimozin ve daha az miktarda
plazmin aktivitesi yoluyla iiretilmektedir [159]. UF beyaz peynir iiretiminde piht1 kesimi
ve peynir alti suyunun drenaji gerceklesmedigi i¢in iiretimde kullanilan koagiilant ve
starter kiiltlirlerin tamami peynirin yapisinda kalmaktadir. Peynir 6rneklerine ait pH 4.6°da
¢Oziiniir azotlu maddeler bazinda olgunlasma indeksi degerleri Sekil 4.44’te verilmistir.
Buna gore, biitiin 6rneklerde, pH 4.6°da ¢Oziinilir azotlu maddelerin miktar1 olgunlasma
siiresince artmustir. Istatistiksel agidan da olgunlasma siiresinin, pH 4.6°da ¢dziiniir azotlu
maddeler bazinda olgunlasma indeksi tizerindeki etkisinin 6nemli oldugu belirlenmistir
(P<0.05). Peynir 6rnekleri arasindaki farklilik da istatistiksel a¢idan 6nemli bulunmustur
(P<0.05). Sadece, I1 ve K2 peynirleri arasindaki fark istatistiksel agidan Snemsizdir.
Peynir 6rnekleri iginde, pH 4.6°da ¢oziiniir azotlu maddeler bazinda olgunlagsma indeksi en
yiiksek olan peynirler sirastyla 12, Y2 ve Y1 peynirleridir. Bu ii¢ peynirin pH’smin ve nem
iceriginin diger peynirlere gore yiiksek olmasi, enzim aktivitesinin artmasina, dolayisiyla
pH 4.6’da ¢6ziiniir azot miktarinin bu peynirlerde daha yiiksek olmasina neden olmus

olabilir.
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Sekil 4.44. Peynirlerin pH 4.6°da ¢oziiniir azotlu maddeler bazinda olgunlasma indeksi
degerleri (%)

Yapilan bir ¢alismada, Havarti ve Saint-Paulin peynirleri geleneksel ve UF teknikleri
kullanilarak iretilmistir. Peynir {iretiminden 6nce, UF retentantlarina iirokinaz ve KIO3;
ayr1 ayn ve birlikte eklenmistir. Urokinazin, UF Havarti ve Saint-Paulin peynirlerindeki
plazmin aktivitesini artirdigi ve buna bagl olarak, B-kazein proteolizinin ve pH 4.6’da
¢oziinlir azotlu maddelerin konsantrasyonunun arttigi belirlenmistir. Ancak, potasyum
iyodatin, UF peynirdeki starter organizmalari inhibe ettigi ve plazmin aktivitesini
etkilemedigi bildirilmistir [160].

% 12°lik TCA’da ¢oziiniir azot tayini

Genel olarak, %12’lik TCA’da veya PTA’da (fosfotungstik asit) ¢oziiniir toplam azotlu
madde miktar1 veya serbest aminoasitlerin konsantrasyonu laktik asit bakterilerinin
peptidazlarinin aktivitelerine bagl oldugu bildirilmistir [161]. Ileri diizeyde gerceklesen
proteoliz hakkinda bilgi veren % 12’lik TCA fraksiyonlarindaki azotlu maddeler, suda
¢Oziiniir veya pH 4.6°da ¢oziiniir azotlu maddelerden farkli olarak daha kiiclik peptitleri
(genellikle 2- 22 aminoasit biriminden olusan peptitler) igermektedir. Bu peptitlerin daha
cok as1-kazeinin hidrolizi sonucu olustugu belirlenmistir. Bu peptitlerin olusumunda, siitte
bulunan dogal enzimlerin ve mikrobiyel enzimlerin etkili oldugu bildirilmistir [162].
Ayrica, starter proteinazlariin, kimozin ve plazmin tarafindan olusturulan polipeptit ve

peptitlerde yer alan Glng-Glyio ve Glni3-Gluis arasi peptit baglarini hizli bir sekilde hidroliz
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ederek serbest aminoasitleri ve kiigiikk molekiil agirlikli peptitleri olusturdugu rapor
edilmistir [159].

Peynir 6rneklerinin % 12’lik TCA‘da ¢6ziiniir azotlu maddeler bazinda olgunlagsma indeksi
degerleri, Sekil 4.45°de verilmistir. Peynir 6rneklerinin % 12’lik TCA’da ¢6ziiniir azotlu
maddelerinin miktarinin, olgunlagsma siiresince arttig1 gozlenmistir. Olgunlagma siiresinin,
istatistiksel agidan % 12’lik TCA‘da ¢oziiniir azotlu maddeler bazinda olgunlagma indeksi
tizerindeki etkisinin énemli oldugu belirlenmistir (P<0.05). Peynir 6rnekleri arasindaki
farkliliklar da istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (P<0.05). pH 4.6’da ¢oziiniir azotlu
maddeler bazinda olgunlagma indeksinin istatistiksel degerlendirilmesinde oldugu gibi,

sadece, 11 ve K2 peynirleri arasindaki farkin istatistiksel agidan Onemsiz oldugu

bulunmustur.
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Sekil 4.45. Peynirlerin %12’lik TCA‘da ¢oziiniir azotlu maddeler bazinda olgunlagsma
indeksi degerleri (%)

Sekil 4.45 incelendiginde, 12 ve Y2 peynirlerindeki % 12’lik TCA’da ¢ziiniir azotlu
maddelerin miktarinin, diger peynir 6rneklerine gére daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Bu durumun, laktokok kaynakli proteinaz ve peptidazlar i¢in ortamda daha fazla substrat
(orta biytikliikteki peptitler gibi) bulunmasindan kaynaklandigi diisiintilmektedir. Bu
peynir drneklerinin pH’sinin ve nem igeriginin daha yiiksek olmasi nedeniyle, kimozinin
yiiksek proteolitik aktivitesine bagli olarak orta biyiikliikteki peptitleri daha yiiksek
konsantrasyonda i¢erdigi diisiiniilmektedir. Ayrica, L. lactis subsp. cremoris UD459 susu

ile iretilen peynirlerin %12’lik TCA‘da ¢Oziinlir azotlu maddeler bazinda olgunlasma
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indeksi degerlerinin L. lactis subsp. lactis CM41 susu ile iiretilen peynirlere gore daha

yiiksek oldugu belirlenmistir.
Toplam serbest aminoasit tayini

Laktik asit bakterileri pek ¢ok aminoasite ihtiya¢ duymaktadir ve bu nedenle, gevrelerinde
bulunan proteinlerden, gelisimleri i¢in gerekli olan aminoasitlerin serbest kalmasi igin
kompleks proteolitik sistemlere sahiptirler. Lactococcus’un proteolitik sistemi, laktosepin
(cell envelope-associated proteinase) ve bir dizi hiicre i¢i proteinaz ve daha da 6nemlisi
peptidazlardan olusmaktadir. Lactococcus’un temel proteolitik enzimi olan laktosepin,
Ca*? ile hiicre yiizeyine gevsek sekilde baglanmaktadir. Laktosepinin birincil roli,
laktokok hiicrelerinin siitte gelisimini saglayabilmek amaciyla, gerekli olan kisa peptitlerin
olusumu i¢in kazeinleri degrade etmektir. Bununla birlikte, peynirde, esas olarak, kimozin
veya plazminin kazein {iizerindeki aktivitesi sonucu agiga ¢ikan orta biiyiikliikteki
peptitlerin (kimozin aktivitesi sonucu olusan og-kazein f1-23 gibi) ve kisa zincirli
peptitlerin degradasyonunu gergeklestirmektedir. Laktik asit bakterileri ayrica, olgunlasma
siresince peynirde proteolizin son basamaginda ve katabolik reaksiyonlarin substratlari
olarak rol oynayan serbest aminoasitlerin ortama salinmasinda, ¢ok 6nemli goreve sahip
olan hiicre i¢i peptidazlart da igermektedir. Laktik asit bakterileri, bir dizi aminoasite kars1
oksotrofik oldugu igin, bu bilesiklerin bulunduklar1 ¢evrede Onceden olusturulmasi
gerekmektedir. Bu nedenle, laktik asit bakterileri olduk¢a genis bir aralikta peptidazlar
icermektedir [163].

Peynir orneklerinin toplam serbest aminoasit konsantrasyonlarinin olgunlasma siiresince
degisimi Sekil 4.46’te verilmistir. Uretiminin peynirin toplam serbest aminoasit
konsantrasyonu {izerindeki etkisi istatiksel agidan 6nemli bulunmustur (P<0.05). Ayrica,
olgunlagma siiresinin toplam serbest aminoasit konsantrasyonu iizerindeki etkisinin de
onemli oldugu (P<0.05), ancak, olgunlagmanin 7. ve 30. giinleri arasinda farklilik olmadig:

belirlenmistir (12 kodlu peynirler harig).
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Sekil 4.46. Peynirlerin toplam serbest aminoasit konsantrasyonlarinin olgunlagsma
sliresince degisimi

Ayrica, Sekil 4.46 incelendiginde, L. lactis subsp. cremoris UD459 susu ile iretilen
peynirlerin toplam serbest aminoasit konsantrasyonlarinin genel olarak L. lactis subsp.
lactis CM41 susu ile iiretilen peynirlere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna
gore, L. lactis subsp. cremoris UD459 susunun proteolitik ve/veya peptidolitik
aktivitesinin L. lactis subsp. lactis CM41 susuna gore daha yiiksek oldugu
disiiniilmektedir. Bu sonuglar, %12’lik TCA‘da ¢Ozlniir azotlu maddeler bazinda
olgunlagma indeksi sonuglarini destekler niteliktedir. Buna ek olarak, negatif redoks
potansiyeline sahip olan K1 ve i1 peynirlerinin pozitif redoks potansiyeline sahip olan Y1
peynirine gore ve aym sekilde, K2 ve 12 peynirlerinin de Y2 peynirine gore daha yiiksek
konsantrasyonda toplam serbest aminoasit igerdigi saptanmustir. Indirgenmis redoks
potansiyeli ile laktokoklarin peptidolitik aktivitesi arasinda pozitif bir iliski oldugu

diistiniilmektedir.
RP-HPLC ile peptit profilinin belirlenmesi

RP-HPLC, suda ¢oOziiniir peptitlerin analizinde kullanilmaktadir. Farkli olgunluk
derecesine ve kaliteye sahip peynirlerin proteoliz diizeyini karakterize etmek ve
karsilagtirmak amaciyla ve cesitli peynir iiretim parametrelerinin proteoliz iizerindeki
etkisini incelemek amaciyla kullanilmaktadir [164]. ag-kazein (f1-23), laktosepin
tarafindan Glng-Glyyo, GIni3-Gluy, Gluy-Valis ve Leujs-Asng; baglarindan hidroliz

edilmektedir [159]. Bunun sonucunda olusan asi-kazein (f1-9), osi- kazein (f1-13) ve asi-
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kazein (f1-14) peptitleri [165] ile suda ¢oziiniir fraksiyonda bulunan diger peptitler ve
aminoasitler RP-HPLC ile analiz edilebilmektedir.

Sekil 4.47 ve Sekil 4.48’te sirastyla olgunlasmanin 7. ve 90. giinlerinde, L. lactis subsp.
lactis CM41 susu kullanilarak tretilen peynirlerin 214 nm’deki RP-HPLC
kromatogramlar1 verilmistir. Ayrica, L. lactis subsp. lactis CM41 susu kullanilarak iiretilen
peynirlerin olgunlagsmanin 90. giiniine ait 280 nm’deki RP-HPLC kromatogramlar1 Sekil
4.49°da goriilmektedir. Benzer sekilde, L. lactis subsp. cremoris UD459 susu kullanilarak
iiretilen peynirlere ait RP-HPLC kromatogramlar1 da sirasiyla, Sekil 4.50, Sekil 4.51 ve
Sekil 4.52°da verilmistir. Oncelikle, her iki sus ile iiretilen peynitler icin, olgunlasmanin 7.
ve 90. giinlerine ait kromatogramlar karsilagtirildiginda, beklenildigi iizere, proteolizin
ilerlemesiyle birlikte, 90. giinde, hem pik sayisinin arttig1 hem de bazi piklerin alanlariin

arttig1 gozlenmistir.

Ayrica, peynir 6rneklerine ait kromatogramlar kendi iglerinde karsilastirildiginda, 6zellikle
yiikseltgenmis peynirler (Y1 ve Y2) ile indirgenmis redoks potansiyeline sahip peynirler
(K1, K2, i1 ve 12) arasinda temel farkliliklar oldugu gériilmektedir. Bu farkliliklar
cogunlukla triptofan (36. dakikada gelen pik) , a-laktaloumin (83. dakikada gelen pik) ile
B-laktoglobulinin genetik varyantlarindan (yaklasik 86. ve 87. dakikalarda gelen pikler)
kaynaklanmaktadir. Triptofan, o-laktalbumin ile B-laktoglobulinin genetik varyantlarin
konsantrasyonunun (pik alanmin) yiikseltgenmis peynirlerde diisilk olmasinin, bunlarin
oksidasyona ugramalar1 ve yeni olusan {irlinlerin ya RP-HPLC teknigi ile saptanamamasi

ya da alikonma stiresinin farkli olmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir.

Proteinlerin  oksidasyonu, aminoasitlerin yan zincirinin modifikasyonuna neden
olabilmekte, daha ileri diizeyde oksidasyon a-amidasyon veya diamid yollar1 tarafindan
peptit baglarmin kirllmasina ve {irlin olarak a-keto-agil ve izosiyanat tiirevlerinin
olusumuna yol agabilmektedir [166]. Ayrica, oksidasyon siiresince, ¢apraz bagli protein
agregatlart da olusabilmektedir. Yan =zincirlerin oksidatif modifikasyonu acisindan,
aminoasitler oksidasyona kars1 farkli duyarlilik gostermektedirler. Metiyoninin ve sisteinin
stilfiir merkezlerinin kolaylikla oksidasyona ugramasi nedeniyle oksidasyona en yatkin
aminoasitler oldugu [167] ve histidin, triptofan ve tirozinin de oksidasyona karsi duyarl
oldugu [168, 169] bildirilmistir [170]. Protein oksidasyonu, aromatik ve alifatik
aminoasitlerin hidroksilasyonuna ve dolayisiyla, kiitlesinde 16 amu’luk bir artisa yol

acabilmektedir [170].
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Triptofanin oksidasyonunun kompleks ve tersinmez oldugu ve modifikasyonlarin benzen
halkasinda veya pirol biriminde gozlendigi bildirilmistir [170, 171]. a-laktalbumin ve (-
laktoglobulinin oksidatif egiliminin metiyonin, sistein, histidin, tirozin ve triptofani

icermelerinden kaynaklandigi bildirilmistir [170, 171].
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Sekil 4.47. L. lactis subsp. lactis CM41 susu kullanilarak {iretilen peynirlerin
olgunlagsmanin 7. giiniinde ve 214 nm’de RP-HPLC kromatogramlar1 (K:Kontrol,
I:Indirgen, Y: Yiikseltgen)
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Sekil 4.48. L. lactis subsp. lactis CM41 susu kullanilarak {iretilen peynirlerin

olgunlagmanin 90. giiniinde ve 214 nm’de RP-HPLC kromatogramlar1 (K:Kontrol,
I:Indirgen, Y: Yiikseltgen)
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Sekil 4.49. L. lactis subsp. lactis CM41 susu kullanilarak iiretilen peynirlerin

olgunlagmanin 90. giiniinde ve 280 nm’de RP-HPLC kromatogramlar1 (K:Kontrol,
I:Indirgen, Y: Yiikseltgen)
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Sekil 4.50. L. lactis subsp. cremoris UD459 susu kullanilarak iretilen peynirlerin
olgunlagsmanin 7. giiniinde ve 214 nm’de RP-HPLC kromatogramlar1 (K:Kontrol,
I:Indirgen, Y: Yiikseltgen)
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Sekil 4.51. L. lactis subsp. cremoris UD459 susu kullanilarak iiretilen peynirlerin
olgunlagmanin 90. giiniinde ve 214 nm’de RP-HPLC kromatogramlar1 (K:Kontrol,
I:Indirgen, Y: Yiikseltgen)
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Sekil 4.52. L. lactis subsp. cremoris UD459 susu kullanilarak iiretilen peynirlerin
olgunlasmanin 90. giiniinde ve 280 nm’de RP-HPLC kromatogramlar1 (K:Kontrol,
I:Indirgen, Y: Yiikseltgen)

RP-HPLC analizinin hem 214 nm’de hem de 280 nm’de gerceklestirilmesinin nedent,

aromatik aminoasitler ve bunlarin tiirevleri ve aromatik aminoasitleri igeren peptitlerin 280

nm’de saptanmasi ve peptit baglarinin 280 nm’de 214 nm’ye gore daha diisiik absorbansa

sahip olmasidir [172]. RP-HPLC analizinde, hem 214 nm’de hem de 280 nm’de peynirde

gerceklesen proteoliz diizeyine ait ¢ok sayida veri elde edilmistir. Bu nedenle, olgunlasma

siiresince pH 4.6’da ¢oziiniir fraksiyona ait RP-HPLC kromatogramlarindaki farkliliklar

temel bilesen analizi (PCA) kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.53,
Sekil 4.54, Sekil 4.55 ve Sekil 4.56°de verilmistir.
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Sekil 4.53. a) L. lactis subsp. lactis CM41 susu kullanilarak iiretilen peynirlerde
olgunlagma siiresince 214 nm’de RP-HPLC profiline ait temel bilesen analizi (K:Kontrol,
I:Indirgenmis, Y: Yiikseltgenmis), b) Temel bilesen analizinden elde edilen ve peptitlerin
yaklasik alikonma siirelerine ait hesaplama verileri (C terimi ve yaninda verilen sayisal

deger alikonma siiresini ifade etmektedir).
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Sekil 4.53a incelendiginde, 214 nm’de gerceklestirilen analiz sonucunda peynir
orneklerinin (K1, 11 ve Y1) peptit profillerinin iiretim farklilig1 ve olgunlagma siiresine
gore birbirlerinden ayrildigir goriilmektedir. Buna gore, olgunlasmanin7. giiniinde heniiz
ileri diizeyde bir proteoliz gerceklesmedigi icin K1, i1 ve Y1 peptit profilleri arasinda
belirgin bir farklilik bulunmamustir. Ancak, olgunlagsmanin ilerlemesiyle birlikte 30.
giinden itibaren peynir 6rneklerinin birbirinden hem olgunlasma siirelerine gére hem de
redoks potansiyellerine gore ayrildigr gozlenmistir. Diisiik redoks potansiyeline sahip K1
ve 11 peynirleri mavi bdlgede toplanirken yiiksek redoks potansiyeline sahip Y1 peynirinin
kirmizi1 bolge igerisinde toplandigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, hem redoks
potansiyelinin hem de olgunlasma siiresinin pH 4.6’da ¢oziiniir peptit profilini yani
laktokoklar tarafindan peynirde gergeklestirilen proteolizi etkiledigi belirlenmistir. Ayrica,
ayirmmin, Ozellikle, alikonma stiresi 32., 39., 73., 87., 88. ve 89. dakikalar olan peptitler
tizerinden gergeklestigi saptanmistir (Sekil 4.53Db).

L. lactis subsp. cremoris UD459 susu kullanilarak iiretilen peynirlerin (K2, 12 ve Y2) 214
nm’deki peptit profillerinin de, drneklerin redoks potansiyelleri ve olgunlasma siirelerine
gore farklilik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.54). Ayirimda en etkili olan piklerin, 33.,
36., 41., 73., 82., 83., 87. ve 88. dakikada gelen pikler oldugu Sekil 4.54b’de

goriilmektedir.

Sekil 4.55 ve Sekil 4.56°de ise sirasiyla L. lactis subsp. lactis CM41 susu ve L. lactis
subsp. cremoris UD459 susu kullanilarak iiretilen peynirlerin olgunlagma siiresince
280nm’deki RP-HPLC peptit profiline ait temel bilesen analizi sonuglar1 verilmistir. Buna
gore, ornekler olgunlasmanin 7. giiniinden itibaren hem olgunlagma siirelerine goére hem de
redoks potansiyellerine gore birbirlerinden ayrilmislardir. Her iki sekilde de, mavi
bolgelerde kontrol (K1 ve K2) ve indirgenmis (I1 ve i2) peynirleri toplanmustir. ilging bir
sekilde, ayn1 olgunlasma siiresine sahip kontrol ve indirgenmis peynirler (K1-11 veya K2-
[2) benzer peptit profiline sahip olduklari i¢in aym kesikli daire iginde toplanmuslardir.
Yiikseltgenmis peynirler (Y1 veY2) ise kontrol ve indirgenmis peynirlerden farkli bir

peptit profili sergilemistir ve bu nedenle ayr1 bir bolgede (kirmizi) toplanmustir.
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Sekil 4.54. a) L. lactis subsp. cremoris UD459 susu kullanilarak iiretilen peynirlerde
olgunlagma siiresince 214 nm’de RP-HPLC profiline ait temel bilesen analizi (K:Kontrol,
I:Indirgenmis, Y: Yiikseltgenmis), b) Temel bilesen analizinden elde edilen ve peptitlerin
yaklasik alikonma siirelerine ait hesaplama verileri (C terimi ve yaninda verilen sayisal
deger alikonma siiresini ifade etmektedir).
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Sekil 4.55. a) L. lactis subsp. lactis CM41 susu kullanilarak iiretilen peynirlerde
olgunlagma siiresince 280 nm’de RP-HPLC profiline ait temel bilesen analizi (K:Kontrol,
I:Indirgenmis, Y: Yiikseltgenmis), b) Temel bilesen analizinden elde edilen ve peptitlerin
yaklasik alikonma siirelerine ait hesaplama verileri (C terimi ve yaninda verilen sayisal
deger alikonma stiresini ifade etmektedir).
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Sekil 4.56. a) L. lactis subsp. cremoris UD459 susu kullanilarak iiretilen peynirlerde
olgunlagma siiresince 280 nm’de RP-HPLC profiline ait temel bilesen analizi (K:Kontrol,
I:Indirgenmis, Y: Yiikseltgenmis), b) Temel bilesen analizinden elde edilen ve peptitlerin
yaklasik alikonma siirelerine ait hesaplama verileri (C terimi ve yaninda verilen sayisal
deger alikonma siiresini ifade etmektedir).

L. lactis subsp. lactis CM41 susu kullanilarak iiretilen peynirlerin 280 nm’deki RP-HPLC
profillerindeki farkliliklar, alikonma siiresi 4., 5., 36., 62., 73., 83., 86., 87., 88. ve 89.

dakikalar olan peptitlerden kaynaklanmaktadir (Sekil 4.55b). L. lactis subsp. cremoris
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UD459 susu kullanilarak {iretilen peynirlerin ayiriminda etkili piklerin, 4., 5., 18., 36., 73.,
82., 83., 87. ve 88. dakikada gelen pikler oldugu belirlenmistir (Sekil 4.56b).

Ure-Poliakrilamid jel elektroforezi (Ure-PAGE)

Olgunlasma stiresince peynirde meydana gelen proteoliz, koagiilant (kimozin gibi), siitte
dogal olarak bulunan proteinazlar (plazmin gibi), starter laktik asit bakterilerinin
proteinazlar1 ve peptidazlari, starter olmayan laktik asit bakterilerinin proteolitik enzimleri,
sekonder starterlerin proteolitik enzimleri ve ekzojen proteinazlar ve peptidazlar tarafindan
katalizlenmektedir. Kazeinler kalint1 koagiilant aktivitesi ve plazmin aktivitesine (ve siitte
dogal olarak bulunan diger proteolitik enzimlerin de aktivitesi olabilir) bagli olarak
birbirinden farkli biiyiik ve orta biiyiikliikteki peptitlere hidroliz olmaktadir. Bu peptitler
ise starter laktik asit bakterilerinin, starter olmayan laktik asit bakterilerinin ve belki,
sekonder mikrofloranin proteinazlari ve peptidazlari tarafindan daha kisa peptitlere ve
aminoasitlere hidroliz edilmektedir [165]. Ancak, bu ¢alisma kapsaminda tretilen UF
peynirlerde meydana gelen proteolizin daha ¢ok koagiilant, siitlin dogal proteinazlari ve
starter laktokoklarin proteinazlari ve peptidazlarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Olgunlagsmanin 7. ve 90. gliniinde peynir 6rneklerinde meydana gelen proteolizi belirlemek
icin gerceklestirilen analize ait elektroforetogramlar sirasiyla Sekil 4.57 ve Sekil 4.58’de

verilmistir.

Sekil 4.57 incelendiginde, olgunlagmanin 7. giiniinde peynir Orneklerinin kazein
fraksiyonlarinin bantlar1 arasinda belirgin bir farklihik olmadigi, sadece Y1 ve Y2
peynirlerinin og-I-kazein fraksiyonuna ait bantin dansitesinin diger peynirlerinkine goére

biraz daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Olgunlasmanin 90. giiniinde peynir Orneklerinin kazein fraksiyonlar1 arasinda belirgin
farkliliklarin olustugu belirlenmistir (Sekil 4.58Sekil 4.58). En belirgin farklilik, og-I-
kazein fraksiyonu ve osi-kazeinin ileri par¢alanma iirlinlerinde gozlenmistir. Y1 ve Y2
peynirlerinde as;-1-kazein birikiminin s6z konusu oldugu ve as;-kazeinin ileri parcalanma

tirtinlerinin diger peynirlere gore daha az oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.57. Olgunlasmanin 7. giintne ait tire-PAGE elektroforetogrami (Std:Standart
(sodyum-kazeinat), K:Kontrol, I:Indirgenmis, Y: Yiikseltgenmis, 1: L. lactis subsp. lactis
CM41, 2: L. lactis subsp. cremoris UD459) (Bantlarin tanimlanmasi [104]’ya gore

yapilmustir.)
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Sekil 4.58. Olgunlasmanin 90. giiniine ait tire-PAGE elektroforetogrami (Std:Standart
(sodyum-kazeinat), K:Kontrol, I:Indirgenmis, Y: Yiikseltgenmis, 1: L. lactis subsp. lactis
CM41, 2: L. lactis subsp. cremoris UD459) (Bantlarin tanimlanmasi [104]’ya gore

yapilmustir.)

ag1-1-kazein, kimozinin ag;-Kazeinin Pheys-Phey, peptit bagr tizerindeki aktivitesi nedeniyle
olugsmaktadir [173, 174]. Bu bagmn kirilmasinin, peynir tekstiiriiniin bagslangicta
yumusamasindan ve starter proteinazlari tarafindan hizla hidroliz edilen og;-kazein (f1-23)
peptidinden sorumlu oldugu diistiniilmektedir [175, 176]. Ayrica, Y1 ve Y2 peynirlerinde
meydana gelen og1-kazein degradasyonunun ise diger peynir 6rneklerine gore daha fazla

oldugu gozlenmistir. Kullanilan redoks ajanlarinin ve ortamin redoks potansiyelinin
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Kimozinin og-kazein iizerindeki aktivitesini olumsuz yonde etkilemedigi belirlenmistir.
Ancak, ag1-1-kazein fraksiyonunun yiikseltgenmis peynirlerde birikmesinin, yiikseltgenmis
redoks potansiyelinin veya potasyum iyodatin veya yiikseltgenmis kosullara bagli olarak
peynirde olusan bir bilesigin, starter laktokok proteinazi olan laktosepinin aktivitesini
olumsuz etkilemis olabileceginden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Laktosepin aktivitesi
bu kosullardan olumsuz etkilendigi igin og-I-kazein fraksiyonunun hidrolizini
gergeklestirememis ve buna bagli olarak ag;-1-kazein fraksiyonu ylikseltgenmis peynirlerde

birikmis olabilir.

Buna ek olarak, os-kazein degradasyonunun P-kazein degradasyonuna goére daha hizli
gerceklestigi goriilmektedir. Bunun nedeninin, UF peynir tiretiminde kullanilan kimozinin
tamaminin peynirin yapisinda kalmasi ve bunun hidrolitik aktivitesini -kazeinden ¢ok os1-
kazein lizerinde sergilemesi oldugu diistiniilmektedir. Peynirde bulunan tuz, pH’ya da baglh
olarak B-kazeinin kimozin tarafindan hidrolizini olumsuz etkilemektedir [177]. Plazminin
B-kazein, asy-kazein ve ogi-kazein tizerindeki spesifikligi bilinmektedir, fakat plazminin
peynirdeki en 6nemli substrati B-kazeindir [163]. Bir ¢alismada, serum proteinlerinin UF
peynirlerde yiiksek konsantrasyonda bulundugu ve kimozin, mikrobiyel rennetler ve diger
proteinazlar ve peptidazlarin aktivitelerini inhibe edebildigi belirtilmistir [178]. Ancak,

calismamizda UF peynirlerde olgunlagma siiresince proteolizin devam ettigi belirlenmistir.
Sodyum dodesil siilfat- Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS- PAGE)

Proteinleri yikk ve molekiil agirliklarina gore ayirdigr i¢in peynirdeki proteolizi
gozlemlemek i¢in ¢ogunlukla lire-PAGE kullanilmaktadir. Ancak, SDS-PAGE proteinleri
sadece molekiil agirliklara gore ayirdigi ve kazeinlerin molekiil agirliklar: birbirine yakin
oldugu icin, peynirde gerceklesen proteolizi incelemek icin ¢ok uygun bir yontem olmadigi
bildirilmistir [165]. Ancak, Ong ve ark.’1 [179] olgunlasma siiresince peynirde meydana
gelen proteolizi belirlemek amaciyla SDS-PAGE uygulamistir. Bu ¢alismada, SDS-PAGE
yapilmasinin nedeni, diger peynir cesitlerinin aksine serum proteinlerinin UF peynirin
yapisinda kalmasi nedeniyle, olgunlagsma siiresince a-laktalbumin ve B-laktoglobulinde
meydana gelen degisimleri belirlemektir. Sekil 4.59 ve Sekil 4.60’ta, sirasiyla, L. lactis
subsp. lactis CM41 ve L. lactis subsp. cremoris UD459 kullanilarak iiretilen peynirlere ait
SDS-PAGE elektroforetogramlar: verilmistir. og-kazein ve osp-kazein SDS-PAGE ile
ayrilamamigtir. Yapilan benzer bir ¢aligmada da, bu iki kazeinin molekiil agirliklarinin

birbirine ¢ok yakin olmasi nedeniyle ayrilamadigi belirtilmistir [179].
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Sekil 4.59. L. lactis subsp. lactis CM41 kullanilarak iiretilen peynirlere ait SDS-PAGE
elektroforetogrami1  (Std: Standart (sodyum-kazeinat), K:Kontrol, I:Indirgenmis, Y:
Yiikseltgenmis, 7-30-60-90: Olgunlasma siireleri) (Bantlarin tanimlanmasi [179]’a gore
yapilmustir.)
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Sekil 4.60. L. lactis subsp. cremoris UD459 kullanilarak tiretilen peynirlere ait SDS-
PAGE elektroforetogrami1 (Std: Standart (sodyum-kazeinat), K:Kontrol, I:Indirgenmis, Y:
Yikseltgenmis, 7-30-60-90: Olgunlagsma siireleri) (Bantlarin tanimlanmasi [179]’a gore
yapilmustir.)
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Her iki sus kullanilarak iretilen peynirlerin SDS-PAGE elektroforetogramlari
incelendiginde, Ornekler arasi farkliliklarin os-kazeinlerin ve p-kazeinin pargalanma
trlinlerine ait bantlardan ve [B-laktoglobuline ait banttan kaynaklandigi goriilmektedir.
Yiikseltgenmis peynirlerin (Y1 ve Y2) os-kazeinlerin ve B-kazeinin pargalanma iirlinlerine
ait bantlarin dansitesinin olgunlagsma siiresince diger peynirlerinkine gore daha diisiik
oldugu belirlenmistir. Bu durumun, proteolizi belirlemeye yonelik yapilan diger analiz
sonuglarinda da oldugu gibi yiikseltgenmis peynirlerde laktosepinin aktivitesini yitirmis
veya azalmis olmasindan kaynaklandigi disliniilmektedir. Ayrica, yiikseltgenmis
peynirlerin p-laktoglobulin bantlariin hemen {izerinde daha az yogunluga sahip bir bandin
olustugu belirlenmistir. Bu bantin, B-laktoglobulinin oksidasyonu sonucu olusan

tiirevlerine ait oldugu diisiiniilmektedir.

4.6.5 Serbest Yag Asidi Analizi

Lactococcus subsp. ve Lactobacillus subsp., Pseudomonas gibi bakterilere ve kiiflere
kiyasla diigiik lipolitik aktiviteye sahiptir. Bununla birlikte, kuvvetli lipolitik ajanlarin
yoklugunda ve peynirin olgunlagsmasi gibi uzun bir siire boyunca, laktik asit bakterilerinin
yiiksek sayilarda bulunmasi durumunda, pastorize siitten iiretilen Cheddar ve Hollanda tipi
peynirlerde laktokok ve laktobasillerin lipazlari/esterazlar1 baglica lipolitik ajanlardir.
Starter yerine GDL ile asitlestirilen aseptik peynirlerdeki serbest yag asidi
konsantrasyonun diisiik oldugu ve olgunlagsma siiresince konsantrasyonunun artmadigi
belirlenmistir. Laktik asit bakterilerinin lipaz/esteraz aktivitesi tamamen hiicre i¢i oldugu
diistiniilmektedir. Cesitli laktik asit bakterilerinin hiicre icermeyen ekstraktlarinin pH 6 ile
8 arasinda ve 37 °C'de tribiitirin iizerinde daha aktif oldugu ve uzun zincirli yag asitlerinin
(>Cyo gibi) trigliseritleri tizerinde diisiik aktivite sergiledigi veya hi¢ aktivite gostermedigi
saptanmistir. Esteraz / lipaz aktivitesi acisindan suslar arasinda 6nemli farkliliklar oldugu
ve bazi suslarin iki esteraza sahip oldugu belirlenmistir. Starter bakteriler, siit lipoprotein
lipaz1 gibi diger lipazlar tarafindan iiretilen mono- ve digliseritlerden serbest yag asitlerinin

hidrolizini gergeklestirebilmektedir [ 180].

Tez kapsaminda serbest yag asidi analizleri GC sistemi ile yapilmis olup Ornek
kromatogram Ek 2’de verilmistir. Cizelge 4.26’da peynirlerde bulunan toplam serbest yag
asidi konsantrasyonunun olgunlasma siiresince degisimi ve olgunlasmanin 90. giiniindeki
10 farkli serbest yag asidinin konsantrasyonu goriilmektedir. Buna gore, peynirlerin toplam
serbest yag asidi konsantrasyonunun genellikle olgunlasma siiresince artis gosterdigi

saptanmistir (P<0.05). Ayrica, L. lactis subsp. cremoris UD459 susu kullanilarak {iretilen
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peynirlerdeki toplam serbest yag asidi konsantrasyonunun, L. lactis subsp. lactis CM41
susu ile iiretilen peynirlere gore daha yiliksek oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte,
peynirlerin redoks potansiyellerinin lipoliz {izerinde herhangi bir belirgin etkisi
saptanmamistir. Ancak, yapilan bir baska c¢alismada, indirgenmis E, kosullar1 altinda
olgunlastirilan peynirlerde, ugucu yag asitlerinin iiretiminin arttig1 bildirilmistir [50].

Cizelge 4.26. Olgunlagsmanin 7., 30., 60. ve 90. giinlerinde peynirlerde bulunan toplam

serbest yag asidi konsantrasyonu ve olgunlagmanin 90. giintindeki 10 farkli serbest yag
asidinin her birinin konsantrasyonu

Toplam/Her bir serbest yag asidinin konsantrasyonu (mg/kg peynir)

Olgunlasma - ;
siiresi (giin) K1 11 Y1 K2 12 Y2
7 909.4+68.0 956.7+65.1 1030.2+83.7  1148.1+17.5 1098.7£37.8  1138.4+30.5
30 1082.7+6.5 1142.6£12.0  1200.7+10.0  1301.8+58.0  1294.8+£78.1 1273.2+2.9
60 1401.1+125.7  1395.5£67.0  1434.2+15.7 1623.0+141.9 1640.0£26.5 1522.54+28.0
90 1611.8£79.1  1498.0£20.0 1514.9+107.8 1576.4+58.0 1615.7+14.7 1472.6£79.1
Yag asidi
Cuo 4.8+£0.2 3.540.1 4.3+0.3 2.6+0.7 3.1£0.4 3.540.1
Cso 3.1+0.4 2.1+0.1 2.7+0.2 1.6+0.5 2.240.5 2.5+0.2
Cso 6.0+0.1 5.1£0.2 5.540.1 4.6£1.0 5.240.1 4.9+0.2
Cio0 36.4+1.1 31.1+0.7 27.342.3 36.249.1 31.1£0.5 28.8+4.6
Cizo 68.3+£1.9 60.0+4.8 56.6+8.8 62.7+12.8 69.2+5.6 63.1£23.5
Cus0 130.1+9.6 120.3+1.0 107.1+8.8 115.1+£3.1 122.0+£3.9 108.8+9.4
Ciso 791.5+37.2 706.8+1.4 704.8+44.1 736.5+£19.0 750.3+8.9 667.5+£26.2
Cigo 180.1+6.1 157.9+16.1 179.7+18.9 176.5+1.2 176.4+3.7 140.5+11.3
Cis1 333.8+17.2 353.3£1.2 368.9+22.5 382.0+10.7 392.9+6.4 388.6+ 2.6
Cis2 57.8+£5.3 57.9+0.1 58.2+2.7 58.8+4.4 63.2+0.6 64.4+1.1

Ayrica, L. lactis subsp. lactis CM41 susu kullanilarak iiretilen peynirlerdeki kisa zincirli
yag asitlerinin (Cg., Ce:0, Cg:0) konsantrasyonu ile L. lactis subsp. cremoris UD459 susu
kullanilarak iiretilen peynirlerdeki kisa zincirli yag asitlerinin konsantrasyonu arasinda
diisiik diizeyde farkliliklar belirlenmistir. Bu kisa zincirli yag asitleri, diisiik algi esiklerine
bagl olarak peynirin tat-kokusuna direkt olarak katkida bulunmaktadir [126]. Buna ek
olarak, kisa zincirli yag asitleri peynirde aroma bilesiklerinin (metil ketonlar gibi)
olusumunda substrat olarak da rol oynayabilmektedir [124]. Her bir kisa zincirli serbest
yag asidinin karakteristik bir tat-kokuya sahip oldugu bildirilmistir. Biitirik asit ransit ve
peynirimsi tat-koku verirken, hekzanoik asit keskin ve kiifli peynir tat-kokusuna ve
oktanoik asit ise sabunumsu, kiiflii, ransit ve meyvemsi tat-kokuya sahiptir [181]. Yapilan

bir ¢aligsmada, ticari ek kiiltiir (L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris igeren) ile
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tiretilen Feta peynirlerindeki serbest yag asidi konsantrasyonunun kontrol peynirinden

farkli olmadig1 ve bu kiiltiirlerin diisiik lipolitik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir [182].

4.6.6 Organik Asit ve Seker Analizi

Organik asitler, siit iirinlerinde normal hayvan metabolizmasi, iiretim ve olgunlagma
siiresince siit proteinleri, yag, laktoz ve sitratin yikimi1 sonucu olusmaktadir. ideal kosullar
altinda, peynirde bulunan sekerler laktik asite doniistiirilmektedir. Ancak, peynirin
olgunlagmasi siiresince, bakterilerin gelisimi diisiik pH, diisiik su aktivitesi ve yiiksek tuz
konsantrasyonu gibi uygun olmayan kosullarda gerceklesmektedir. Bu durum, bakterileri
diger organik asitlerin tiretildigi alternatif biyokimyasal yollar1 kullanmaya zorlamaktadir.
Bunun sonucunda, asetat, asetoin, CO,, etanol, format ve gliserol gibi ¢ok ¢esitli son
trtinler tretilmektedir [183]. Organik asitler siit iriinlerinin tat-kokusunda 6nemli rol
oynamaktadir. Baz1 arastirmacilar, peynirin olgunlagmasi sirasinda starter aktivitesini ve
bakteriyel gelisimi belirlemek igin bazi organik asitlerin seviyesini kullanmaktadir. Ayrica,
organik asitler fermantasyon tiiriini ve beklenen olgunlasma seviyesine ulasildigini
gosterebilmektedir [184]. Sekil 4.61°de, peynir 6rneklerinde bulunan sekerlerin, organik
asitlerin ve asetoin konsantrasyonlarinin olgunlagsma siiresince degisimi goriilmektedir.

Ayrica, Ek 3’te organik asit analizine ait 6rnek kromatogramlar verilmektedir.

Peynir tiretiminde kullanilan tam yaglh UF siitiin laktoz (%), galaktoz (%), sitrik asit (ppm),
orotik asit (ppm), piriivik asit (ppm), laktik asit (ppm), tirik asit (ppm), formik asit (ppm),
asetik asit (ppm) ve asetoin (ppm) konsantrasyonlari, sirasiyla, 4.34+0.12, 0.02+0.01,
1819+£72.18, 113.39+£5.23, 34.37+£12.69, 161.84+7.11, 11.26+0.27, 981.134+217.55,
205.96+53.91 ve 0.2240.06 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.61 devam ediyor.

Urik asit Asetoin
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Sekil 4.61. Peynirlerdeki sekerler, organik asitler ve asetoin konsantrasyonlarinin
olgunlagma siiresince degisimi

Pek cok peynir ¢esidinde, siitte bulunan laktozun biiyiik bir kismi, peynir iiretimi sirasinda,
laktoz veya laktat olarak peyniralt1 suyu ile birlikte yapidan uzaklagsmaktadir. Kalan laktoz
ise olgunlagmanin erken déoneminde, hizla L-laktata metabolize edilmektedir [163]. Ancak,
UF beyaz peynir lretiminde UF retentantinda bulunan laktozun tamami yapida kalmakta
ve bunun bir kismi peynir iiretimi ve olgunlagsmasi siiresince metabolize edilmektedir.
Sekil 4.61 incelendiginde, UF retentantinda bulunan % 4.34 laktozun, peynir 6rneklerinde
olgunlagma sirasinda % 1.95’in altina diistiigli gozlenmektedir. Ayrica, peynirlerin laktoz
konsantrasyonlarindaki degisim pH (Cizelge 4.25) ve titrasyon asitligi (Sekil 4.42)
degerleri ile birlikte incelendiginde, beklenildigi lizere, pH’s1 diger peynirlere gore yiiksek
olan ve dolayisiyla, titrasyon asitligi diisiik olan Y1 ve Y2 peynirlerinin laktoz
konsantrasyonlarinin diger peynirlere gore olgunlagsma siiresince daha yiliksek oldugu
gozlenmistir. Bu durum, Y1 ve Y2 peynirlerinde bulunan starter laktokoklarin olgunlagsma
stiresince  canliliklarin1  yitirmelerine  bagli  olarak  laktoz  fermantasyonunu

gerceklestirememis olmalarindan kaynaklanmaktadir.

Laktokoklar tarafindan gerceklestirilen laktoz metabolizmasi fosfoenol piriivat-
fosfotransferaz  sistemlerini igermektedir. Bu sistemde, laktozun fosforilasyonu
gerceklesmekte ve hiicre igine laktoz-6-fosfat olarak tasinmaktadir. Ardindan, laktoz-6-
fosfat, fosfo-B-galaktosidaz tarafindan glukoz ve galaktoz-6-fosfata hidroliz edilmektedir
[185]. Daha sonra, glukoz Embden-Meyerhof-Parnas yolu araciligiyla piriivata metabolize
edilmektedir. Galaktoz-6-fosfat ise D-tagatoz-6-fosfat yolu ile triyoz fosfat ara iiriinlerine
metabolize edilmektedir. Bu ara iiriinler Embden-Meyerhof-Parnas yoluna girmekte ve

pirlivata  doniistiiriilmektedir.  Pirlivatin  laktata doniisiimii  laktat dehidrogenazi
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icermektedir. Laktat dehidrogenazin aktivitesi, sistemde iiretilen laktik asitin diizeyini
belirlemektedir [183]. Yapilan bir ¢aligmada, laktat dehidrogenazin aktivitesinin, hiicredeki
NADH/NAD" orami tarafindan kontrol edildigi bildirilmistir. Laktat dehidrogenazin,
NADH/NAD" oranma son derece duyarli oldugu ve in vitro kosullarda NADH/NAD" orani
0.03’ten diisiik oldugunda tamamen inhibe oldugu belirtilmistir [186].

Sekil 4.61 incelendiginde, peynirlerde bulunan laktik asit konsantrasyonlarimin pH, %
titrasyon asitligi ve % laktoz degerleri ile uyum iginde oldugu belirlenmistir. Kontrol
peynirlerindeki (K1 ve K2) laktik asit konsantrasyonunun diger peynirlere goére daha
yiiksek oldugu, bunu indirgenmis peynirlerin (i1 ve 12) izledigi ve yiikseltgenmis
peynirlerin (Y1 ve Y2) ise en diisiik laktik asit konsantrasyonuna sahip oldugu
belirlenmistir. Yiikseltgenmis peynirlerdeki laktik asit konsantrasyonunun diisiik olmasinin
nedeninin bu ortamda laktokoklarin canliliklarini yitirmesi oldugu diisliniilmektedir.
Uretimin bagindan itibaren indirgenmis ortama sahip olan peynirlerde (I1 ve 12),
olgunlagma siiresince starter laktokoklarin canliliklarin1 korumalarina ragmen, laktik asit
konsantrasyonunun diisiik olmasinin, hiicrelerdeki NADH/NAD" oranimin degisiminden
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Bu peynirlerin iiretiminde, UF retentantinda indirgenmis
kosullarin olusturulmasima bagli olarak, inokiilasyonu gerceklestirilen hiicrelerdeki
NADH/NAD" oraninin de@ismesi nedeniyle laktat dehidrogenaz aktivitesinin azaldig1 ve
laktik asit sentezinin yavasladig1 diistiniilmektedir. Ayrica, Boliim 4.2 ve Bolim 4.4.1°de,
L. lactis subsp. lactis CM41 susu tarafindan gergeklestirilen yagsiz UHT siitiin
asidifikasyonu ve fermente siitlin redoks potansiyelinin kontrol altinda tutulmasi
deneylerinde elde edilen sonuglar da birlikte degerlendirildiginde bu sonucu destekler
nitelikte bulgular elde edilmektedir. Sadece peynir iiretiminde indirgen ajan olarak
kullanilan sodyum hidrosiilfitin degil, bunun yaninda diger indirgen ajanlar da kullanilarak
olusturulan indirgenmis ortamda pH’nin diisiisiiniin geciktigi yani laktik asit sentezinin
yavagladigi belirlenmistir. Yapilan bir ¢aligmada, indirgen kosullarin 37 °C’de L.
plantarum’un gelisimini yavaslattig1 ve asidifikasyonun geciktigi, aym etkinin 10 °C’de
gozlenmedigi bildirilmistir. Arastirmacilar, bu durumun, ATPaz aktivitesi, membran
akigkanligi ve yiizey Ozelliklerinde meydana gelen degisim ile agiklanabilecegini

belirtmistir [37].

Siitte bulunan sitrat, trikarboksilik asit ¢evrimine katilmakta ve burada hem substrat hem
de tiriin olarak rol oynamaktadir. Sitrat, pirtivik asit, CO; ve asetik asit liretmek i¢in sitrat

fermente edebilen laktik asit bakterileri tarafindan substrat olarak kullanilabilmektedir
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[116]. Ayrica, sitrat birgok laktik asit bakterisi tarafindan asetat, asetaldehit ve diasetil gibi
tat-koku bilesenlerine metabolize edilmektedir [187]. L. lactis subsp. cremoris UD459 susu
kullanilarak iiretilen peynirlerdeki sitrik asit konsantrasyonunun, L. lactis subsp. lactis
CM41 susu ile tretilen peynirlerdekine gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. L. lactis
subsp. cremoris UD459 susunun sitratt daha yiliksek oranda metabolize edebildigi
sOylenebilir. Peynirlerin redoks potansiyellerinin sitrat tiilketimi {izerinde O6nemli bir
etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Ayrica, peynir orneklerindeki sitrat konsantrasyonunun
olgunlagsma siiresince artan ve azalan degisimler gosterdigi saptanmistir. Salamura beyaz
peynirde ve Cheddar peynirinde gergeklestirilen farkli ¢alismalarda da, peynirin
olgunlagmas stiresince sitrik asit konsantrasyonunun artan ve azalan degisimler gosterdigi
belirtilmistir [183, 188]. Upreti ve ark.’1 [183] yaptiklar1 arastirmada, sitrat
konsantrasyonunun artmasinin nedeninin, laktik asit bakterilerinin piriivat karboksilazi
kullanarak karbon dioksiti baglamasi ve pirlivatin oksaloasetata donistiiriilmesi ve
ardindan oksaloasetatin sitrat sentaz aktivitesine bagli olarak sitrata veya asonitaz
varliginda izositrata doniistiiriilmesi olabilecegini belirtmislerdir. Ardindan, ¢aligmalarinda
kullandiklar1 HPLC kosullarinda sitrat ve izositrati birbirinden ayiramadiklarin

bildirmislerdir.

Siitte bulunan ve niikleik asitlerin Onciilii roliinii iistlenen orotik asit besinsel agidan
olduk¢a 6nemli bir organik asittir [189]. Peynir iiretiminde kullanilan siitteki orotik asit
konsantrasyonunun, peynirde azalmasi, laktokoklar tarafindan metabolize edilebildigini
akla getirmektedir. Ayrica, Sekil 4.61 incelendiginde, L. lactis subsp. cremoris UD459
susu kullanilarak tretilen peynirlerdeki orotik asit konsantrasyonunun, L. lactis subsp.
lactis CM41 susu ile iiretilen peynirlerdekine gore daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Buna
gore, L. lactis subsp. lactis CM41 susunun orotik asiti daha yiiksek oranda metabolize
ettigi diisiiniilmektedir. Upreti ve ark.’nin [183] yaptig1 ¢alismada, benzer sekilde peynirde
bulunan orotik asitte olgunlasma siiresince meydana gelen degisimin laktik asit
bakterilerinin metabolik aktiviteleri ile ilgili olabilecegi bildirilmistir. Yapilan bir bagka
caligmada ise, olgunlagma siiresince orotik asit konsantrasyonunun azalmasinin, bu asitin
laktik asit bakterileri tarafindan biiylime faktorii olarak kullanilabilmesi ile iligkili
olabilecegi ileri siiriilmiistiir [190]. Ayrica, L. lactis subsp. lactis CM41 susu ile iiretilen
peynirlerdeki orotik asit konsantrasyonlari karsilastirildiginda, Y1’deki orotik asit
konsantrasyonunun i1 ve K1’e gére daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Upreti ve ark.’nin

[183] yaptigt caligmada, yiiksek laktoz igerigine sahip peynirlerdeki orotik asit
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konsantrasyonunun, diisiikk laktoz igerigine sahip peynirlerinkine gére daha yiiksek oldugu
bildirilmistir. Y1 peynirindeki orotik asit konsantrasyonunun diger peynirlere gore yliksek

olmasi da yiiksek laktoz igerigi ile agiklanabilir.

Siitte yaklasik 11.26 ppm konsantrasyonunda bulunan iirik asitin, peynirlerde 0-0.7 ppm
arasinda bulundugu belirlenmistir. Ayrica, K1, 11, K2 ve 12 peynirlerinde bulunan iirik asit
miktarinin olgunlagsma siiresince azaldigr gozlenmistir. Ancak olgunlasmanin basindan
itibaren yiikseltgenmis peynirlerde iirik asite rastlanmamigtir. Bunun, {drik asitin
yiikseltgenmis ortamda oksidasyona ugramasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Urik
asit indirgen bir ajan (elektron verici) ve giiglii bir antioksidandir. Urik asitin, C vitamini
ve E vitamini ile birlikte, insanlarda, toplam serum antioksidan aktivitesine dnemli katki

sagladigi bildirilmistir [191].

Pirtivik asit, glikolizde olusan bir ara iriindiir. Ayrica, birka¢ metabolik reaksiyonda
(formik asit, etanol ve diasetil olusumu) gorev almaktadir [188]. Yapilan bir ¢alismada;
Feta peynirlerinde piriivik asit degerlerinin depolama siiresince azaldigi belirtilmistir [115].
Sekil 4.61 incelendiginde, peynirlerdeki piriivik asit konsantrasyonunun yaklasik 51.66 ile
481.24 ppm arasinda degistigi  goriilmektedir. [1 peynirindeki piriivik  asit
konsantrasyonunun diger peynirlere gére ¢ok yiiksek oldugu belirlenmistir. Yapilan
calismalarda, bu farkliligin, pirlivatin seker metabolizmasinda anahtar ara {iriin
olmasindan, glikolitik yolda kolaylikla olugsmasindan ve ayrica, bir¢ok metabolik

reaksiyonda substrat olarak rol oynayabilmesinden kaynaklandigi bildirilmistir [192].

Laktik asit bakterileri heterotrofik kemo-organotroflardir ve bdylece, ortamda bulunan
substratlarin miktar1 laktik asit bakterilerinin gelisimini ve metabolik yollarini
etkilemektedir [183]. L. lactis’in fermantasyon davramiginda meydana gelen
homofermantatiften heterofermantatife degisimin ilk kaniti Thomas ve ark.’t [193]
tarafindan ortaya konmustur. Laktokoklarin smirli glukoz konsantrasyonuna sahip
kemostatta gelismeleri durumunda, format, asetat ve etanol olusumunun gergeklestigi

gozlenmistir [193].

Asetik asitin, aminoasitlerin metabolize edilmesi, laktik ve sitrik asit fermantasyonlar1 gibi
birgok kimyasal olayin iirlinlerinden oldugu bilinmektedir. Asetik asitin, peynir aromasina
da onemli katkis1 oldugu bildirilmistir [115]. Asetik asit, sitrat, laktoz ve aminoasitlerden
tiretilebilmektedir [194]. Yapilan bir ¢alismada, aminoasitlerin (alanin ve serin) oksidatif

deaminasyonu veya dekarboksilasyonu sonucu asetik asit tiretilebildigi bulunmustur [126].
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Peynir orneklerindeki asetik asit konsantrasyonunun olgunlagma siiresince 161.28 ile
294.93 ppm arasinda degistigi saptanmistir. Salamura beyaz peynirde gerceklestirilen bir
caligmada, asetik asit konsantrasyonunun 12 aylik olgunlagma siiresi boyunca, 50 ile 1000
ppm arasinda artan ve azalan degisimler gosterdigi bulunmustur [188]. Ayrica, formik asit
konsantrasyonunun en yiiksek oldugu peynirlerin sirasiyla, 12, 11 ve K1 peynirleri oldugu
saptanmistir. Peynirlerdeki formik asit konsantrasyonu olgunlagma siiresince genellikle

artan bir e8ilim gostermistir.

Asetoin, sitratin laktik asit bakterileri (6zellikle starter disi laktobasiller) tarafindan
metabolize edilmesi sonucu olusan ve peynir aromasina katkida bulunan ugucu bir
bilesiktir [163]. Asetoin iiretiminin en yiiksek oldugu peynirler sirasiyla 12 ve Kl
peynirleridir. Peynirlerdeki asetoin konsantrasyonunun olgunlagsma siiresince artan ve
azalan degisimler gosterdigi belirlenmistir. Ancak, sitrat konsantrasyonu ile asetoin

konsantrasyonu arasinda herhangi bir iliski saptanamamastir.

4.6.7 Ucucu Bilesiklerin Analizi

Peynirlerde bulunan ugucu bilesikler olgunlasma siiresince degisimi SPME GC-MS ile
saptanmustir. Orneklere ait kimi kromatogramlar Ek 5°de paylasiimistir. Peynir &rneklerine
ait ugucu bilesiklerin analiz sonuglari, ugucu bilesigin pik alaninin internal standardin pik
alanma orani olarak Cizelge 4.27, Cizelge 4.28, Cizelge 4.29, Cizelge 4.30, Cizelge 4.31
ve Cizelge 4.32°de verilmistir. Ayrica, belirlenen bazi ugucu bilesenlere ait aromatik
tanimlama Ek 4’de yer almaktadir. Peynirde bulunan asitler, hem peynirin tat-kokusuna
katkida bulunmakta, hem de ketonlar, alkoller, esterler ve laktonlar gibi diger bazi aroma
bilesiklerinin Onciilleri olarak goérev yapmaktadir. [124]. Cizelge 4.27’de peynir
orneklerinde bulunan ugucu asitlerin olgunlagma siiresince degisimi verilmistir. Buna gore,
genel olarak, L. lactis subsp. cremoris UD459 ile iiretilen peynirlerdeki ugucu karboksilik
asit miktarinin L. lactis subsp. lactis CM41 susu ile iiretilen peynirlere gore daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Peynir 6rneklerinde olgunlasma siiresince saptanan ugucu karboksilik
asitler, asetik asit, propanoik asit, 2-metil-propanoik asit, biitanoik asit, 3-metil biitanoik
asit, pentanoik asit, hekzanoik asit, 2-etil hekzanoik asit, heptanoik asit, oktanoik asit,
nonanoik asit ve dekanoik asittir. Ortamin redoks potansiyelinin, peynirlerde bulunan
asitlerin konsantrasyonunu etkilemedigi belirlenmistir. Benzer sekilde, Cheddar peynirinde
yapilan bir calismada, farkli redoks potansiyeline sahip peynir ornekleri arasinda asit

miktar1 agisindan 6nemli bir farkliligin olmadig: bildirilmistir [158].
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Cizelge 4.27. Peynir orneklerine ait ugucu bilesiklerin (asitler) analiz sonuglari®

Ucucu Bilesen
: Tammlama Olgsiiresi <7 fp YL K2 2 Y2
Asitler AS. Al Yintemi  (giin)
Asetik asit 29.28 1443 MS,ALDS 7 46.7 39.3 44.7 65.4 48.7 62.6
30 53.8 46.0 394 59.7 40.9 41.2
60 46.8 36.9 42.0 53.0 44.8 38.9
90 31.0 35.8 24.7 46.2 374 32.1
Propanoik asit 31.92 1540 MS,ALDS 7 0.2 0.2 0.2 0.5 - 0.5
30 0.4 0.4 04 0.7 - 0.0
60 - 0.3 0.5 0.7 - 0.5
90 0.9 1.3 1.0 2.0 14 1.6
2-Metil-propanoik asit  32.64 1568 MS, Al 7 1.0 0.9 0.9 3.6 14 3.2
30 1.2 0.8 0.8 3.3 0.9 1.8
60 15 0.9 12 3.0 1.2 2.2
90 1.2 1.1 0.9 4.2 14 2.7
Biitanoik asit 34.06 1625 MS,AQDS 7 174 13.8 18.2 24.2 19.3 22.6
30 20.2 174 16.7 21.7 16.5 14.6
60 26.1 19.1 22.8 235 20.1 17.8
90 17.9 22.3 16.2 28.8 21.5 19.2
3-Metil biitanoik asit 35.14 1668 MS, Al 7 24 2.0 2.3 7.9 4.0 7.1
30 3.0 24 19 7.9 3.2 44
60 0.2 2.2 25 7.0 3.3 5.0
90 2.8 2.7 2.3 115 4.6 6.8
Pentanoik asit 36.64 1729 MS,AILDS 7 - - - - - -
30 0.3 0.3 0.2 0.3 0.3 0.2
60 0.4 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2
90 1.0 1.1 0.6 1.2 0.8 0.7
Hekzanoik asit 39.11 1840 MS,ALDS 7 20.2 18.9 215 28.4 275 29.7
30 274 29.7 20.9 33.7 31.6 23.2
60 27.6 24.4 21.7 30.8 324 29.4
90 31.6 40.0 27.2 47.0 44.0 35.6
2-Etil hekzanoik asit 412 1937 MS, Al 7 2.6 2.8 14 4.7 3.8 3.0
30 1.3 1.6 0.3 11 1.2 0.9
60 2.0 0.3 0.3 0.8 0.6 0.4
90 1.9 0.8 0.3 0.6 0.5 0.3
Heptanoik asit 413 1942 MS,ALDS 7 24 25 19 3.9 3.3 3.0
30 1.9 2.0 0.9 1.7 1.8 1.4
60 1.2 0.7 0.8 11 1.2 1.1
90 1.9 1.6 1.0 1.8 1.5 1.2
Oktanoik asit 43.61 2054 MS,ALDS 7 12.0 13.8 15.0 16.7 17.0 16.1
30 17.0 15.7 131 18.5 20.4 15.8
60 17.9 15.8 17.1 19.2 21.0 17.0
90 8.1 13.8 145 16.6 20.4 15.7
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Nonanoik asit 45.68 2156 MS,ALDS 7 147 16.7 13.0 21.8 14.6 12.3

30 6.2 5.0 3.5 4.3 54 52
60 4.7 2.2 25 3.5 3.9 2.1
90 1.2 0.9 0.6 0.7 0.8 0.6
Dekanoik asit 47.69 2285 MS,ALDS 7 2.4 1.8 4.5 25 2.5 3.7
30 44 4.1 44 4.7 4.5 54
60 7.8 7.5 7.1 7.2 8.4 7.4
90 1.4 3.0 3.6 4.0 5.8 4.9

? Sonuglar ugucu bilesik pik alani/internal standart pik alani olarak verilmistir. A.S: Alikonma siiresi; A.I:
Alikonma indeksi, DS: Dis standart. Aksi belirtilmedik¢e bu kisaltmalar ve birim ifadesi, bu boliim altinda
verilen biitiin ¢gizelgelerde gegerlidir.

Peynirde meyvemsi tat-kokudan sorumlu olan esterler; alkoller ve karboksilik asitlerin
direkt esterifikasyonu veya alkolizis yoluyla olusmaktadir [195]. Cizelge 4.28’de
olgunlagma siirecinde, peynirlerde saptanan esterler verilmistir. Asetik asit etil ester ve
biitanoik asit etil estere olgunlasma siiresince biitiin peynir Orneklerinde rastlanmistir.
Asetik asit etil ester meyvemsi ve ananas benzeri bir aromaya sahipken, biitanoik asit etil
ester meyvemsi ve elma, muz benzeri bir aromaya sahiptir [195]. Peynir 6rneklerinde
bulunan diger esterler olgunlasmanin ilerleyen giinlerinde saptanmistir. Etantiyoik asit S-
metil estere sadece yiikseltgenmis peynirlerde rastlanmistir. Bu bilesigin peynirimsi ve
pismis karnabahar aromasma sahip oldugu bildirilmistir [195]. Laktokoklar ve
l6konostoklar, alkil esterlerin yani sira, metantiyol ve kisa zincirli yag asitlerinden olusan
S-metiltiyo asetat gibi S-metiltiyo esterleri de iiretebilmektedir [138]. Metantiyolun varligi,
S-metiltiyo esterlerin olusumu ig¢in kritiktir ve bu tiyol, kolayca siilfiir bilesiklerine
yiikseltgenmektedir. Metantiyol, laktik asit bakterileri tarafindan metiyoninden
tiretilebilmekte [133], ancak, oksijen duyarliligi nedeniyle genellikle bu tiyoliin yalnizca

kiiciik miktarlari tespit edilebilmektedir [195].

Cizelge 4.28. Peynir 6rneklerine ait ugucu bilesiklerin (esterler) analiz sonuglari

Ucgucu Bilesen
Tammlama Olgsiiresi 1 1 v1 K2 2 Y2
Esterler AS. AJd. Yontemi (giin)
Asetik asit etil ester 7.82 880 MS, Al 7 15 1.6 1.8 1.7 1.8 2.4
30 14 1.3 13 1.2 14 1.4
60 13 1.2 13 1.0 1.3 1.1
90 0.9 1.1 1.1 1.1 1.3 1.2
Biitanoik asit etil ester 14.34 1034  MS,AI 7 0.7 0.7 0.8 0.9 1.1 11
30 0.9 0.8 0.7 0.9 1.2 0.8
60 1.3 1.0 1.0 1.0 1.8 0.8
90 1.2 1.4 1.0 1.3 2.6 1.0
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Biitanoik asit hekzil ester 16.82 1086  MS,AI 7 - - - - - -
30 0.2 - 0.1 - - 0.2
60 - - - - - -
90 0.2 - - - - -

Etantiyoik asit, S-metil ester 17.73 1106  MS,Ail 7 - - - - - -
30 - - 0.2 - - -
60 - - 0.6 - - 0.4
90 - - 1.2 - - 0.4

Pentanoik asit propil ester 18.73 1131  MS,AI 7 0.2 0.1 - - 0.2 -
30 0.2 0.2 - 0.2 - -
60 0.2 0.2 - 0.2 0.3 -
90 0.2 0.2 - - - -

Hekzanoik asit etil ester 2254 1230  MS,AI 7 - - - - - -

60 0.2 0.2 - 0.1 0.4 -
90 0.2 0.3 0.2 0.2 0.6 0.1

Oktanoik asit etil ester 28.91 1431  MS,AI 7 - - - - 0.2 -
30 - - - - - -
60 - - - - - -
90 0.9 0.8 0.5 0.4 0.8 0.2

Dekanoik asit metil ester 33.17 1588 MS,Al 7 - - - - - R
30 - - - - - -
60 - - - - - -
90 0.2 0.2 0.1 0.1 - -

Dekanoik asit etil ester 3424 1630  MS,AQ 7 - - - - - -
30 - - - - - -
60 - - - - - -
90 23 25 19 20 - -

9-Oktadekenoik asit etil ester 35.49 1682  MS,Al 7 - - - - - -

60 - - - - - -
90 02 02 01 - - -

2-propanon, 2-biitanon, 2-pentanon, 2-heptanon, 3-hidroksi 2-biitanon (asetoin) ve 2,3-
biitandion (diasetil) gibi bilesikler, serbest yag asitlerinin [-ketoasitlere enzimatik
oksidasyonu ve bunlarin daha sonra metil ketonlara dekarboksilasyonu sonucu
olusmaktadirlar [124, 196]. Ara bilesikler olan ketonlar alkollere indirgenebilmekte ve
kiiflii peynirin keskin aromasma katkida bulunmaktadir [126]. Diasetil, sitrat
metabolizmasi sirasinda stabil olmayan onciil a-asetolaktattan kaynaklanmakta ve peynire
tereyag tat-kokusu vermektedir [197]. Yapilan bir ¢alismada, Lactococcus ve
Leuconostoc’tan olusan karisik kiiltiirlin stirekli karistirilmasinin, 2-asetolaktatin oksidatif

dekarboksilasyonuna olanak sagladigi igin diasetil liretimini tegvik ettigi bildirilmistir [46,
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47]. Karnistirllmayan Kkiltiirlerde ise, ortamin redoks potansiyeli fermantasyonun
baslangicinda hizla diismektedir. Bu durumda sadece asetoin ve 2-asetolaktat
tretilmektedir. Yikseltgenmis (Y1 ve Y2) peynirlerdeki asetoin konsantrasyonunun
olgunlagsmanin 90. giiniinde diisiik redoks potansiyeline sahip K1, 11, K2 ve 12 peynitlerine
gore daha diisik oldugu saptanmistir. Ancak, peynir Orneklerinin diasetil miktarlari
karsilagtirildiginda,  beklenildigi  gibi  yiikseltgenmis  peynirlerdeki  diasetil
konsantrasyonunun diger peynirlere gore daha yiiksek bulunmamustir. Dahas1, K1 ve 11
peynirlerindeki diasetil konsantrasyonunun diger peynir orneklerinden ¢ok daha yiiksek
oldugu saptanmistir. Bu durumda, diasetil iretimi i¢cin redoks potansiyelinin yiiksek
olmasmin tek basma yeterli olmadigi, ortamda mutlaka oksijenin bulunmasi gerektigi
diistiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, L. lactis subsp. lactis kiiltiir ortamina kontrollii
sekilde oksijen verilmesi durumunda, diasetil sentazin aktivitesinin artmasina bagl olarak
diasetil tretimi gergeklestigi bildirilmistir [48]. Peynirdeki diasetil konsantrasyonunu
arttirmak i¢in siite hava veya oksijen ilavesinin gerekli oldugu yapilan bir ¢alismada
belirtilmistir [43]. Ayrica, 1-hidroksi-2-propanon konsantrasyonunun yiikseltgenmis
peynirlerde daha yiiksek miktarda bulundugu belirlenmistir. Metiltiyo-2-propanona sadece
yiikseltgenmis peynirlerde rastlanmistir. Bu bilesigin metantiyoliin yiikseltgenmesine bagl

olarak, sadece Y1 ve Y2 peynirlerinde bulundugu diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.29. Peynir 6rneklerine ait ugucu bilesiklerin (ketonlar) analiz sonuglari

Ucucu Bilesen
Tammlama Olg.siiresi . .
. K1 n Y1 K2 12 Y2
Ketonlar AS. A.d.  Yontemi (giin)
2-Propanon 6.24 810 MS, Al 7 101 8.4 9.1 18.1 11.9 19.6

30 99 7.1 6.4 13.0 89 116
60 10.0 6.1 6.3 121 7.6 8.7
90 7.6 6.1 50 109 8.2 8.4

2-Biitanon 8.19 895 MS,Al 7 5.1 4.0 4.7 8.1 53 102
30 50 3.5 3.7 6.1 4.1 6.5
60 54 3.1 3.5 58 35 4.8
90 338 3.2 2.9 53 3.7 4.7

2-Pentanon 114 970 MS,Al 7 18 2.1 2.9 2.3 1.8 53
30 1.8 2.1 3.1 2.8 1.7 4.4
60 1.9 24 3.4 3.0 1.6 3.5
90 14 25 2.6 3.0 1.5 3.5
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2,3-Biitandion (Diasetil) 1155 975 MS,ALDS 7 304 9.4 17.3 154 16.8 16.2
30 28.0 9.7 9.2 121 15.6 4.8
60 25.2 7.4 9.5 9.3 8.4 4.5
90 255 7.5 8.1 7.8 15.7 55
3-Metil-2-biitanon 12.6 997 MS,Al 7 05 0.3 - - 0.2 -
30 0.2 - - - - -
60 0.2 - - - 0.2 -
90 0.1 - - - 0.2 -
2-Heptanon 20.58 1175 MS,Al 7 7.3 8.0 7.9 7.8 6.4 101
30 8.1 1.7 7.4 8.2 75 8.0
60 86 7.9 9.3 8.9 8.1 8.2
90 75 9.8 8.0 9.6 8.7 8.7
4-Oktanon 20.81 1182 MS, Al 7 09 04 2.3 2.1 1.9 2.9
30 26 21 - 13 - 0.2
60 - 1.6 0.3 0.7 - 0.2
90 - 1.2 12 - - 0.2
1-Kloro-2-propanon 21.79 1207 MS, Al 7 - - 0.4 - - 0.6
30 - - 0.3 - - 0.6
60 - - 0.5 - - 0.5
90 - - 0.4 - - 0.5
2-Okten-4-on 22.83 1237 MS,AI 7 - 0.2 0.2 - - -
30 - - 0.2 - - 0.3
60 - 0.2 - - - -
90 0.3 0.3 0.3 - - 0.2
3-Hidroksi 2-biitanon (asetoin) 24.32 1280 MS, Al 7 1406 111.3 1182 68.9 2404 78.9
30 135.3 107.2 83.8 644 196.9 427
60 130.7 90.2 97.4 60.5 1735 415
90 1174 943 72.9 60.1 1811 38.8
1-Hidroksi-2-propanon 2476 1293 MS, Al 7 1.2 1.4 35 - 0.8 1.8
30 11 15 2.8 0.5 1.3 1.0
60 0.7 1.2 3.0 - 0.8 0.9
90 0.8 1.2 2.2 0.2 0.7 11
4-Biitoksi-2-biitanon 2496 1298 MS, Al 7 - 0.5 0.9 0.5 0.6 1.1
30 0.7 0.8 0.7 0.7 0.8 0.9
60 0.7 0.8 0.8 0.6 0.9 0.6
90 03 0.6 0.7 0.6 0.7 0.5
Metiltiyo-2-propanon 25.89 1328 MS, Al 7 - - 0.5 - - 0.4
30 - - 24 - - 14
60 - - 4.5 - - 3.1
90 - - 7.0 - - 5.9
2-Hidroksi-3-pentanon 26.64 1353 MS,Al 7 - 0.1 0.3 0.2 0.3 0.4
30 - 0.2 0.3 0.2 0.3 0.3
60 0.1 0.2 0.3 0.2 0.2 0.3
90 0.1 0.1 0.3 0.1 0.3 0.3
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2-Nonanon 27.61 1385 MS,Al 7 10 0.9 1.4 13 1.1 1.7
30 15 14 1.2 14 13 1.3
60 15 1.3 1.7 15 1.2 1.3
90 14 1.7 1.6 1.3 15 1.6

2-Undekanon 33.32 1594 MS,Al 7 03 0.3 0.4 0.4 0.4 0.5
30 - - 0.4 - - 0.5
60 0.7 0.5 0.6 0.6 - 0.5
90 0.4 0.5 0.5 0.5 - 0.5

Gegis bilesikleri olan aldehitler, hizla alkollere veya asitlere donistiiriildiigi i¢in peynirde
birikmemektedir [124]. Cheddar ve Hispanico peynirlerinde temiz olmayan ve sert tat-
kokudan sorumlu olan 2-metil propanal, 2-metil biitanal ve 3-metil biitanal gibi dallanmis
yapidaki aldehitler Strecker degradasyonu veya transaminasyon ile sirasiyla, valin, izolosin
ve 16sin aminoasitlerinden tiretilmektedir [197]. Olgunlagma siiresince peynir 6rneklerinde
saptanan aldehitler 3-metil biitanal, hekzanal, nonanal, benzaldehit ve 4-metil
benzaldehittir (Cizelge 4.30). Ancak, aldehitler ara iiriin olduklar1 igin olgunlagsma
stiresince peynirlerdeki konsantrasyonlari degiskenlik gostermektedir. L. lactis subsp.
cremoris UD459 ile iiretilen peynirlerin hepsinde olgunlagmanin 90. giinii itibariyle 3-
metil biitanala rastlanmistir. Kieronczyk ve ark. [39] 16sinden 3-metil biitanal {iretiminin o-
keto asit dekarboksilaz aktivitesine bagli olarak gerceklestigini ve bu aktivitenin L. lactis
suglar1 arasinda farklilik gosterdigini ileri stirmiistiir. Aldehit icerikleri agisindan peynirler
arasindaki en Onemli farklilik benzaldehit ve 4-metil benzaldehite bagli olarak
gerceklesmistir. Badem aromasina sahip olan benzaldehit ve 4-metil benzaldehitin
yiikseltgenmis (Y1 ve Y2) peynirlerde daha yiiksek oranda bulundugu saptanmistir. Benzer
sekilde, Kieronczyk ve ark. [39] yiikseltgenmis kosullarin bunlarin tiretimini tesvik ettigini
bildirmistir. Yapilan bir bagka calismada da, yiikseltgenmis ortama sahip peynirlerdeki
benzaldehit konsantrasyonunun, kontrol ve indirgenmis peynirlere gore énemli diizeyde
yiiksek oldugu bildirilmistir [158].
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Cizelge 4.30. Peynir 6rneklerine ait ugucu bilesiklerin (aldehitler) analiz sonuglari

Ucucu Bilesen
Olg.siiresi . .
Aldehitler AS AL v REMYLoK2 Y2
3-Metil biitanal 8.8 910 MS,AQ 7 - - - - - 0.7
30 - - - - - 1.0
60 - - - - 0.9 -
90 - - - 0.5 13 0.5
Hekzanal 1631 1075 MSRIDS 7 0.6 0.6 08 05 1.0 06
30 1.2 11 0.4 0.6 0.8 0.6
60 1.3 0.9 0.5 1.2 0.6 0.6
90 1.8 1.0 0.7 0.8 1.0 1.0
Nonanal 27.75 1390 MS,Al 7 0.2 0.3 0.3 - 0.3 -
30 - - 1.0 - - 0.8
60 0.5 - - 11 - 0.5
90 0.8 0.8 - - 0.3 0.8
Benzaldehit 31.43 1520 MS,Al 7 0.5 0.5 0.9 0.7 0.8 12
30 0.8 0.4 1.0 0.5 - 15
60 0.4 0.3 1.2 0.9 - 1.7
90 04 0.3 1.2 04 - 21
4-Metil benzaldehit 34.63 1646 MS,Al 7 - 0.4 0.8 0.4 0.5 0.6
30 0.5 0.4 14 - - 1.3
60 - - 15 0.4 0.3 15
90 - - 1.8 0.6 0.5 2.3

Esterlerin olusumunda 6nemli role sahip olan etanol, baslica laktoz fermantasyonu ve

alanin katabolizmasi yoluyla iretilmektedir. 2-metil-1-biitanol, 2-metil-1-propanol ve 3-

metil-1-biitanol gibi dallanmis zincirli birincil alkollerin varlig: sirasiyla izoldsin, valin ve

16sin  katabolizmasindan {iretilen aldehitlerin  dontisiimiine isaret etmektedir [196].

Olgunlasma siiresince en yiiksek etanol igerigine sahip peynirin i2 peyniri oldugu ve genel

olarak ytikseltgenmis peynirlerdeki konsantrasyonunun diger peynirlere gore diisiik oldugu

saptanmistir (Cizelge 4.31). Ayrica, peynir Orneklerinde saptanan alkollerin biiyiik

kismmin, L. lactis subsp. cremoris UD459 ile iiretilen peynirlerde daha yiiksek

konsantrasyonda bulundugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.31. Peynir orneklerine ait ugucu bilesiklerin (alkoller) analiz sonuglari

Ucucu Bilesen
Olg.siiresi . .
Alkoller AS. Al Tal;::::; (giin) K1 n A& K2 Iz v
2-Propanol 9.2 920 MS,Al 7 - - - 13.6 9.7 17.3
30 - - - 10.1 8.5 11.3
60 - - - 9.0 6.8 9.0
90 - - - 8.0 7.3 8.5
Etanol 9.4 925 MS.,ALDS 7 21.9 23.9 18.1 20.5 59.6 18.2

30 19.7 216 13.7 16.1 48.5 11.8
60 18.0 17.8 14.7 14.2 374 9.6
90 14.1 17.7 114 13.2 422 9.6

2-Metil-1-propanol 17.18 1095 MS, Al 7 0.9 11 1.1 1.9 1.3 24
30 1.0 0.8 0.8 1.4 1.0 15
60 1.0 0.7 1.0 13 0.8 13
90 0.8 0.8 0.7 1.0 0.7 1.0

1-Biitanol 19.17 1142 MS, Al 7 15 1.6 1.7 4.7 3.3 55
30 1.2 1.4 1.3 3.8 31 41
60 11 11 14 3.9 2.6 3.4
90 0.8 11 11 31 2.6 3.2

3-Metil-1-biitanol 21.53 1200 MS,Al 7 3.1 3.2 3.7 8.2 5.7 10.8
30 3.0 3.0 2.8 6.7 4.8 6.9
60 2.8 2.5 3.4 6.3 4.2 59
90 2.1 2.4 24 55 4.5 5.7

1-Pentanol 23.02 1243 MS,Al 7 3.2 - 3.1 3.7 2.0 3.5
30 3.4 - - 2.7 - -
60 3.2 - - 2.5 - -
90 2.6 - - 0.0 25 -
3-Metil-2-biiten-1-ol 25.34 1310 MS,Al 7 1.4 1.4 15 1.5 11 1.6

30 15 1.6 15 15 1.2 1.3
60 1.6 1.4 1.8 14 11 1.2
90 1.2 15 1.2 14 11 1.2

3-Pentanol 26.2 1336 MS, Al 7 0.2 0.2 0.2 0.3 0.9 0.5
30 0.2 0.2 0.2 0.3 0.9 0.3
60 0.2 0.2 0.2 0.3 0.8 0.4
90 0.2 0.2 0.0 0.3 11 0.4

1-Hekzanol 26.35 1342 MS, Al 7 2.3 0.9 2.3 3.0 11 2.7
30 3.6 1.0 2.5 3.7 1.2 2.1
60 3.5 0.9 2.9 6.0 1.2 2.1
90 29 1.0 2.7 34 1.4 24
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1-Oktanol 32.05 1545 MS,Al 7
30 0.7 0.7 0.7 0.9 0.0 0.9
60 0.7 0.6 0.8 0.9 14 0.9
90 0.6 0.7 0.7 1.0 1.0

Benzenmetanol 39.57 1860 MS,Al 7 0.5 0.5 0.7
30 0.3 0.5
60 0.5 0.6 0.4
90 0.2 0.5 0.4 0.4

1,4-Biitandiol 40.32 1895 MS, Al 7 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 0.4
30 0.3 0.5 0.3
60
90

Benzenetanol 40.37 1898 MS, Al 7 0.3
30 0.6 0.2
60 0.3 0.2 0.3 0.4 0.4 0.4
90 0.6 05 0.4 0.6 0.6 0.5

Cizelge 4.32 incelendiginde, metantiyol, dimetil distilfit ve dimetil trisiilfit gibi kiikiirtli

bilesiklere, genel olarak, diisiik redoks potansiyeline sahip olan K1, K2, i1 ve i2

peynirlerinde rastlandig1 goriilmektedir. Ancak, bu bilesiklerin olusumunun, indirgen ajan

kullanilarak tiretilen peynirlerden ¢ok, kontrol peynirlerinde gergeklestigi de belirlenmistir.

Bu bilesiklerden dimetil disiilfite olgunlagsmanin 7. ve 30. giinlerinde Y2 peynirinde de

rastlanmistir. Yapilan benzer bir calismada, Cheddar peynirinde siilfiir bilesikleri olarak

metantiyol, dimetil siilfit, karbon disiilfit ve dimetil trisiilfitin tespit edildigi ve Cheddar

peyniri i¢in 6nemli tat-koku bilesikleri olan metantiyol, dimetil siilfit ve dimetil trisiilfitin

olusumu i¢in diisiik redoks potansiyelinin gerekli oldugu bildirilmistir [158].
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Cizelge 4.32. Peynir Orneklerine ait ugucu bilesiklerin (diger aroma bilesenleri) analiz
sonuglari

Ucgucu Bilesen
 Tammlama Olgsiret G v k2 2 v2
Digerler aroma bilesenleri A.S. A.l Yontemi (giin)
Metantiyol 4.88 707 MS, Al 7 0.9 - - 0.9 0.8 -
30 0.5 - - 0.6 - -
60 0.3 - - 0.3 - -
90 - - - - - -
Dimetildisiilfit 15.78 1064 MS, Al 7 0.3 - - 0.6 0.5 0.3
30 0.4 - - 0.7 0.3 0.2
60 0.7 0.2 - 0.7 - -
90 - - - 0.3 - -
3-Metil-1-butanol asetat 18.18 1117 MS, Al 7 - - - - - -
30 - - - - - -
60 0.2 0.1 - - - -
90 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Dimetil trisiilfit 27.34 1376 MS,Al 7 - - - - - -
30 - - - - - -
60 0.4 0.2 - 0.5 - -
90 0.2 - - - - -
Benzonitril 33.57 1604 MS, Al 7 - - 0.8 - - 0.3
30 - - 0.8 - - 0.5
60 - - 10 - - 0.3
90 - - 10 0.3 0.0 0.4

Siilfonilbis metan

(Dimetil siilfon) 40.19 1889 MS,AI 7 11 0.8 11 13 1.4 1.4
30 1.0 11 1.2 13 1.4 15
60 0.9 0.9 11 1.2 0.9 0.8
90 0.7 11 0.7 0.9 0.9 0.7

4.6.8 Tekstiirel Analizler

Yag, protein ve nem igerigi ve salamuranin tuz konsantrasyonu gibi bir¢cok faktdr peynir
tekstiiriinii etkilemektedir. Genellikle, yliksek asitlik, yiiksek protein ve toplam kuru madde
igerigi, peyniri daha sert ve daha zor deforme edilebilir yapmaktadir [198]. Tekstiirdeki
degisim, rennet tarafindan kazein agmin proteolizi (os1-kazein degradasyonu), kolloidal
kalsiyum fosfatin ¢oziiniirliigiiniin artmas1 ve yag-serum kanallarindan serum absorpsiyonu
nedeniyle protein hidrasyonunun artmasi gibi faktorlerden kaynaklanmaktadir [199].
Peynirlerin sertlik degerlerinin olgunlasma siiresince degisimi Sekil 4.62‘de verilmistir.

Olgunlasma siiresince peynir 6rneklerinin sertlik degerlerinde artan ve azalan degisimler
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izlenmistir. Ancak, genellikle peynirlerin sertliginin olgunlagsmanin 90. giiniinde 7. giine
gore daha diisiik oldugu goriilmektedir. Olgunlagma siiresince Y1 ve Y2 peynirlerinin
sertlik degerlerinin diger peynirlere gore diisiik oldugu belirlenmistir (P<0.05). Bu durum,
bu peynirlerin pH’larmin yiiksek olmasi nedeniyle, nem igeriklerinin diger peynirlere gore
daha yiiksek olmasindan (Cizelge 2.1) kaynaklanmaktadir. K1 ve K2 peynirlerinin
sertlikleri arasinda istatistiksel agidan bir farklilik bulunmamaistir, ancak bunlarin sertlik

degerlerinin diger peynirlerden daha yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0.05).

4.00 -
3.50 +
=5
3.00 -
& 2.50 - ]_Kl
~ =11
% 2.00
5 ——7Y1
» 1.50 K2
1.00 - |2
0.50 - —0—Y2
000 T T T 1
7. glin 30. glin 60. giin 90. giin
Olgunlasma Siiresi

Sekil 4.62. Peynirlerin sertlik (N) degerlerinin olgunlagma stiresince degisimi

Ayrica, yapilan tekstiirel analizde, peynirlerin esneklik pargalanabilirlik, ¢ignenebilirlik,
yiizeye yapisabilirlik, yapiskanlik degerleri de saptanmistir. Ancak, sonuglar burada

verilmemistir.

4.6.9 Duyusal Analiz

Peynirlerin duyusal analizi egitimli 5 panelist tarafindan gergeklestirilmistir. Cizelge
4.33’te peynir Orneklerinin duyusal o6zelliklerinin olgunlagsma siiresince degisimi
verilmistir. Buna gore, peynirlerin goriiniisleri arasindaki farkliligin 6nemsiz oldugu
bulunmustur. Y1 ve Y2 peynirlerinin kitle, koku, tat ve toplam kabul edilebilirlik puanlari

diger peynirlerden daha diisiiktiir.
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Cizelge 4.33. Peynirlerin duyusal 6zelliklerinin olgunlagma siiresince degisimi

Ozellik  Olgunlasma siiresi K1 i1 Y1 K2 i2 Y2
7.giin 10.0+0.0 10.0+0.0 10.0+0.0 10.0+0.0 10.0+0.0 10.0+0.0
Goriiniis 30.giin 10.0+0.0 10.0+0.0 9.5+0.7 10.0+0.0 10.0+0.0 10.0+0.0
60.giin 10.0+0.0 10.0+0.0 10.0+0.0 10.0+0.0 10.0+0.0 10.0+0.0
90.giin 10.0+0.0 10.0+0.0 10.0+0.0 10.0+0.0 10.0+0.0 10.0+0.0
7.giin 9.5+0.7 9.5+0.7 9.0+1.4 9.5+0.7 9.5+0.7 9.0+1.4
. 30.giin 9.5+0.7 9.0+0.0 7.5+0.7 9.5+0.7 9.0+0.0 7.0£0.7
Kitle 60.giin 9.7+0.6 9.7+0.6 8.3+0.6 9.0+£1.0 9.3+0.6 8.7+0.6
90.giin 9.0+£1.0 9.3+0.6 8.0+0.0 9.3+0.6 8.7+0.6 7.7+0.6
7.giin 9.5+0.7 9.5+0.7 8.0+0.0 9.0+1.4 9.0+1.4 7.5+0.7
30.giin 9.5+0.7 9.0+0.0 8.0+£0.0 9.0+1.4 8.5+0.7 7.0+0.0
Koku 60.giin 9.3+1.2 9.0+£1.0 8.0+1.7 9.3+1.2 9.3+1.2 7.3+0.6
90.giin 9.3+0.6 9.3+0.6 8.3+0.6 9.3+0.6 9.3+0.6 8.3+0.6
7.giin 9.5+0.7 9.5+0.7 7.5+0.7 9.5+0.7 9.5+0.7 7.5+0.7
30.giin 9.5+0.7 9.0+0.0 7.0£0.0 9.0+1.4 8.5+0.7 7.0+0.0
Tat 60.giin 9.7+0.6 9.0+£1.0 6.0+1.0 9.0+£1.0 9.0+0.0 6.0+1.0
90.giin 8.7+1.2 8.7+1.2 6.3£0.6 9.3+£0.6 9.0+1.0 57+1.2
Cizelge 4.34. Peynirlerin toplam kabul edilebilirlik ve acilik puanlarinin olgunlagma
stiresince degisimi
Toplam 7.giin 5.0+0.0 5.0+£0.0 4.0+0.0 4.5+0.7 4.5+0.7 4.0+0.0
30.giin 4,5+0.7 5.0+0.0 3.5+0.7 45+0.7 4.0+0.0 3.0+0.0
Ediliiti)::’lik 60.giin 4.7+0.6 4.3+0.6 3.0£0.0 4.3+0.6 4.7+0.6 3.0+0.0
90.giin 4.7+0.6 5.0+£0.0 3.0£0.0 5.0+0.0 4.7+0.6 3.0+0.0
7.giin 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
Acihk 30.giin 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
Derecesi 60.giin 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0+0.0
90.giin 1.0+0.0 1.0+0.0 1.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 1.0+0.0

Panelistler tarafindan duyusal degerlendirmede, Y1 ve Y2 peynirlerinde olgunlasmanin 7.

giinlinden itibaren badem aromasi bulundugu bildirilmistir. Bu badem aromasi, ugucu

bilesiklerin analizinde, yiikseltgenmis (Y1 ve Y2) peynirlerde saptanan benzaldehit, 4-

metil benzaldehit ve benzonitrilden kaynaklanmaktadir. Ayrica, olgunlasmanin 30.

giintinden itibaren bu peynirlerde oksidasyona bagli metalik tat olustugu belirlenmistir. Bu

metalik tadin, proteinlerin oksidasyonundan kaynaklandigi diigiiniilmektedir. Y1 ve Y2

peynirlerinin, diger peynirlere gére daha yumusak ve kremimsi bir yapiya sahip oldugu

belirtilmistir.
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K1, K2, i1 ve 12 peynirleri, panelistler tarafindan duyusal dzellikleri agisindan olgunlagma
siiresince yiiksek puanlar almistir. Ayrica, I1 ve 12 peynirlerinin, olgunlasmanin 30.
giinlinden itibaren pismis siit kokusuna sahip oldugu bildirilmistir. Pismis siit kokusunun

indirgenmis peynirlerde bulunan kiikiirtlii bilesiklerden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Ayrica, olgunlasmanin 90. giiniinde, K1, 11, Y1 ve Y2 peynirlerinde diisiik diizeyde acilik
tespit edilmistir. Toplam kabul edilebilirlik puanlar1 kiyaslandiginda, K1, K2, il ve 12
peynirlerinin en yiiksek puanlara sahip oldugu, Y1 ve Y2 peynirlerinin ise toplam kabul
edilebilirliginin disiik oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.34).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismanin amaci, oksidasyon rediiksiyon potansiyelinin UF beyaz peynirin olgunlagma
karakteristikleri tizerindeki etkisinin belirlenmesidir. Redoks potansiyeli biyokimyasal
reaksiyonlart ve dolayisiyla fermente irlinlerin  kalitesini  Onemli  diizeyde
etkileyebilmektedir. Bu nedenle, redoks potansiyelinin modifikasyonu ve dl¢iimii, 6zellikle

fermente iriinlerde, {irlin kalitesi a¢isindan 6nemli bilgiler verebilmektedir.

Bu calismanin ilk asamasinda, arastirma kapsaminda kullanilan alt1 farkl starter laktokok
susunun siiti indirgeme kapasitesi ve asidifikasyon aktivitesi belirlenmistir. Daha sonra,
redoks potansiyelinin aminoasit katabolizmasi lizerindeki etkisi belirlenmistir. Bu amagla,
laktokok suslarin kontrol, indirgenmis ve yiikseltgenmis model sistemlerde gergeklestirdigi
aminoasit katabolizmasi sonucu iiretilen ugucu bilesikler tespit edilmistir. Bir sonraki
asamada, farkli redoks ajanlarinin (indirgen ve ylikseltgen) fermente siitiin redoks
potansiyeli, pH’s1 ve starterlerin canlilig1 lizerindeki etkisi belirlenmistir. Bu ¢alismanin
sonuglarina goére belirlenen indirgen ajan olarak sodyum hidrosiilfitin (Na,H,O4) ve
yiikseltgen ajan olarak potasyum iyodatin (KIO3) peynir tiretiminde kullanilacak redoks
ajanlar1 olmasina karar verilmistir. Ardindan, bu redoks ajanlarinin konsantrasyonlarinin
belirlenmesi i¢in yag1 azaltilmig ultrafiltre (UF) siit kullanilarak optimizasyon calismasi
gerceklestirilmistir. Siitii indirgeme kapasiteleri, asidifikasyon aktiviteleri, aminoasit
katabolizmasi sonucu iiretilen ucucu bilesikler, ortam kosullarinin canliliklar1 {izerindeki
etkisi ve kullanilan redoks ajanlarinin canliliklar1 ve aktiviteleri lizerindeki etkisi goz
oniinde bulundurularak, calisma kapsaminda kullanilan laktokok suslari icerisinden
Lactococcus lactis subsp. lactis CM41 ve Lactococcus lactis subsp. cremoris UD459
sugslar1 saf starter kiiltiir olarak UF beyaz peynir iiretiminde kullanilmak tizere se¢ilmistir.
Her bir kiiltiir i¢in kontrol, indirgenmis ve yiikseltgenmis olmak tlizere 3 farkli peynir
iiretilmistir. Uretilen peynirler 90 giin siireyle olgunlastirilmistir. Olgunlasmanin, 7., 30.,
60. ve 90. giinlerinde drnekleme yapilarak, mikrobiyolojik analizler, bilesim analizleri ve
olgunlasma karakteristiklerini belirlemeye yonelik analizler gergeklestirilmistir. Bu

calismada elde edilen sonuclar asagida 6zetlenmistir.

e (Calisma kapsaminda kullanilan Lactococcus suglarinin iireme egrileri belirlenmistir.
Buna gore, L. lactis, L. lactis subsp. lactis 35-C-9 ve L. lactis subsp. cremoris UD459
suslariin gelisim hizlarinin, L. lactis subsp. cremoris IP5 ve 6zellikle L. lactis subsp.

cremoris HP susuna gore daha yiiksek diizeylerde oldugu goriilmektedir. Buna ek
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olarak, logaritmik fazin sonu olan 12. saatte L. lactis subsp. cremoris IP5 ve L. lactis
subsp. cremoris HP suslarmin canli hiicre sayisinin (KOB/mL) diger laktokok
suslarindan daha diistik oldugu belirlenmistir.

e (Calismada kullanilan laktokoklarin siitii indirgeme aktivitelerinin ve asidifikasyonunun
belirlendigi ¢alismada, laktokok suglarinin tamaminin siitiin redoks potansiyelini negatif
degerlere diigiirmesine ragmen, siitii indirgeme aktivitelerinin birbirinden farkli oldugu
belirlenmistir. L. lactis subsp. lactis CM41, L. lactis ve L. lactis subsp. cremoris UD459
suslarinin siitii indirgeme davraniglart incelendiginde, bu suslarda lag fazinin oldukga
kisa siirdiigii ve diger suslara nazaran hizla negatif redoks potansiyeli degerlerine
ulagildigr gozlenmistir. Calismada kullanilan suslar icinde, indirgeme kapasitesi en
yiiksek olan kiiltiirtin L. lactis subsp. lactis 35-C-9 (ORP degeri:-364.0 mV) ve en
diisiik olan kiiltiiriin ise L. lactis subsp. cremoris IP5 (ORP degeri:-315.1 mV) oldugu
saptanmigtir. Ayrica, L. lactis subsp. lactis CM41 susunun asidifikasyon hizinin,
calismada kullanilan diger kiiltiirlere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Asidifikasyon hizi en diisiik olan kiiltiiriin ise siitli indirgeme kapasitesi en yiiksek olan

L. lactis subsp. lactis 35-C-9 susu oldugu tespit edilmistir.

Calismada kullanilan her bir laktokok susunun siitii indirgeme kapasitesinin farkli olmasi,
farkl tiirlerin, alt tiirlerin ve suslarin bulunduklar1 ortamin redoks potansiyelini degistirme
kapasitelerinin farkli oldugunu gostermektedir. Bu durum, hem peynir liretiminde hem de
diger fermente siit tirlinlerinin iiretiminde redoks potansiyelini kontrol altinda tutabilmenin
yollarindan bir tanesinin de starter kiiltiir se¢imi oldugunu gostermektedir. Ayrica, ek
kiiltiir kullanimmin da redoks potansiyelini kontrol altinda tutmada etkili olacag

diistiniilmektedir.

e Redoks potansiyelinin, laktokoklar tarafindan gergeklestirilen aminoasit katabolizmasi
tizerine etkisini belirlemek amaciyla, potasyum fosfat tamponunun redoks potansiyeli,
redoks ajanlar1 kullanilarak kimyasal olarak modifiye edilmistir. Model sistemde
indirgenmis redoks potansiyelini olusturmak i¢in ditiyotreitol (DTT) ve ylikseltgenmis
redoks potansiyelini olusturmak i¢in potasyum ferrisiyanit kullanilmistir. Olusturulan
model sistemlerin redoks potansiyellerinin kiiltiirlere ve aminoasitlere gore degiskenlik
gosterdigi  belirlenmistir.  Genellikle, kontrol reaksiyon ortamlarinin redoks
potansiyellerinin susa, aminoasit tlirline ve inkiibasyon siiresine gore degistigi

gozlenmistir. Buna karsin, indirgenmis reaksiyon ortamlarinin redoks potansiyeli
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inkiibasyon siiresi boyunca negatif degerlerde kalirken, yiikseltgenmis reaksiyon
ortamlarinin redoks potansiyeli ise pozitif degerlerde kalmistir.

Reaksiyon ortamlarinin redoks potansiyellerini ayarlamak icin kullanilan DTT ve
potasyum ferrisiyanitin ¢aligmada kullanilan konsantrasyonlarinin, suglarin canliligini
ve aktivitelerini etkilemedigi belirlenmistir. Inkiibasyon sonunda (96 saat), model
sistemlerdeki kiiltlirlerin canliliginda genellikle, yaklasik 1.00-3.00 log KOB/mL’lik bir
azalma meydana gelmistir. Bununla birlikte, L. lactis subsp. cremoris HP susu ile
yapilan calismada, model sistemlerin tamaminda inkiibasyonun 2. giiniinde yapilan
ekim sonucu bu susun canliligini yitirdigi saptanmastir.

Ortamin redoks potansiyelinin, alti farkli laktokok susu tarafindan gergeklestirilen
metiyonin, fenilalanin, triptofan ve 16sin katabolizmasi iizerindeki etkisi ve {iretilen
farkli metabolitler arastirilmistir. Aminoasit katabolizmasi sonucu {iretilen ugucu
bilesikler GC-MS ile saptanmis ve elde verilere Temel Bilesen Analizi (Principal
Component Analysis, PCA) uygulanmistir. Sonuglar incelendiginde, ortamin redoks
potansiyelinin aminoasitlerin katabolizmasi sonucu iiretilen metabolitlerin tiiriinii ve
konsantrasyonunu etkiledigi gbzlenmistir. Ayrica, ¢calismada kullanilan kiiltiirlerin alt
tiirlerinin ve hatta suslarinin ayn1 aminoasitin katabolizmas1 sonucunda farkl
metabolitleri tiretebildigi belirlenmistir. Metiyoninden kontrol ortaminda baskin olarak
tiretilen ugucu bilesiklerin metantiyol, etantiyoik asit S-metil ester, dimetil disiilfit,
dimetil trisiilfit, metil metiltiyometil disiilfit ve 3-metiltiyo-2-propenoik asit metil ester
oldugu belirlenmistir. Indirgenmis ortamda ise tiyol bilesiklerinin iiretildigi
gozlenmistir. Yiikseltgenmis ortamda ise, tiyosiyanik asit metil ester, benzaldehit, 3-
metiltiyo propan nitril iiretimi baskin olarak gergeklesmistir. L. lactis subsp. lactis
CM41 susunun fenilalanini indirgenmis ortamda katabolize etmesi sonucunda etantiyol,
3-metil-2-biitantiyol, 2,3-biitanditiyol, 2-pentantiyol gibi tiyol bilesikleri ve fenil asetik
asit gibi karboksilik asitlerin iiretildigi belirlenmistir. Yikseltgenmis ortamda ise
benzaldehit, 2-hidroksi benzaldehit gibi aldehitlerin ve benzoik asit metil ester, benzen
asetik asit metil ester gibi esterlerin iiretildigi gozlenmistir. L. lactis subsp. cremoris
UD459’un kontrol ortaminda fenilalanini katabolize etmesi sonucunda benzaldehit ve
benzen asetaldehit olusmustur. Yiikseltgenmis ortamda ise kontrol ortama kiyasla ¢ok
yiikksek konsantrasyonda benzaldehit birikimi gergeklesmistir. Karakteristik badem
aromasina sahip 2-hidroksi benzaldehit ve 2-metil benzonitril de L. lactis subsp.
cremoris UD459 tarafindan yiikseltgenmis ortamda iiretilen metabolitler arasinda yer

almaktadir. Indirgenmis ortamda ise tiyol bilesikleri ve ketonlar baskin olarak iiretilen
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metabolitlerdir. Triptofan katabolizmasinda da, yiikseltgen ortamin aldehit {iretimini ve
indirgen ortamin ise tiyol bilesikleri ve karboksilik asitlerin diretimini tesvik ettigi
belirlenmistir.  Fenilalanin ~ katabolizmast  sonucunda  olusan  benzaldehit
konsantrasyonundan ¢ok daha diisiik olmakla birlikte yiikseltgen ortamda triptofan
katabolizmas1 sonucu benzaldehit tiretimi gerceklesmistir. Losin katabolizmasi sonucu

diger aminoasitlerden farkli olarak 3-metil biitanalin olustugu gozlenmistir.

Bu sonuglara gore, kullanilan laktokok suslarinin, aminoasitin ve ortamin redoks
potansiyelinin aminoasit katabolizmasi sonucu {retilen ucucu bilesikleri ve
konsantrasyonlarini etkiledigi belirlenmistir. Bu durumda, istenen duyusal 6zelliklere sahip
fermente trilinler elde etmek icin, starter kiiltlir se¢iminin ve diger iiretim parametrelerinin
onemi kadar, redoks potansiyelinin Oneminin biiylikk oldugu soOylenebilir. Ayrica,
calismanin bu boliimii ile ilgili olarak, kullanilan redoks ajanlarindan direkt kaynakli
olabilecek bir etkiyi elimine etmek i¢in, ayni1 ¢alismanin farkli redoks ajanlar1 kullanilarak

tekrar edilmesinin gerekli oldugu diisiiniilmektedir.

e Fermente siitiin redoks potansiyelini kontrol altinda tutabilmek i¢in farkli indirgen ve
yiikseltgen ajanlarm farkli konsantrasyonlari test edilmistir. indirgen ajan olarak,
sodyum hidrosiilfit, ditiyotreitol (DTT), sistein, askorbik asit ve heksoz oksidaz
kullanilmistir. Yiikseltgen ajan olarak ise potasyum iyodat ve potasyum ferrisiyanit
kullanilmistir. Yapilan g¢alismalar sonucunda, siitiin baslangi¢ pH’s1, fermantasyon
sonundaki pH’s1, pH’nin diisme hizi, baslangi¢ redoks potansiyeli ve fermantasyon
sonundaki redoks potansiyeli g6z oniinde bulundurularak indirgen ajan olarak sodyum

hidrostilfit ve ylikseltgen ajan olarak potasyum iyodat kullanilmasina karar verilmistir.

Siitin ve fermente siit iriinlerinin redoks potansiyelinin modifikasyonu i¢in kimyasal
ajanlarin ilavesinin disinda, bu amacgla gazlar (hava, O, N2, Hy veya bunlarin farkli
kombinasyonlar1) ve elektrokimyasal yontemler kullanilabilmektedir. Ancak, bu
yontemlerin etki siiresi olduk¢a kisa oldugu i¢in, peynir gibi uzun olgunlastirma siiresine
sahip gidalarin iiretimi i¢in su asamada elverisli yontemler degildir. Bu nedenle, bu
caligmanin devaminda, peynir veya diger fermente siit iiriinlerin redoks potansiyelinin
modifikasyonu i¢in bu yontemlerin uygun hale getirilmesi {izerinde ¢alismanin faydali

olacag diisiiniilmektedir.

e Bir Onceki asamada, indirgen ajan olarak secilen sodyum hidrostilfitin ve yiikseltgen

ajan olarak segilen potasyum iyodatin, farkli konsantrasyonlarinin, yagi azaltilmig UF

175



siite L. lactis subsp. lactis CM41 veya L. lactis subsp. cremoris UD459 susunun
inokiilasyonunun ardindan redoks potansiyeli ve pH’s1 iizerindeki etkisi arastirilmigtir.
Sodyum hidrosiilfit konsantrasyonu arttik¢a, beklenildigi gibi redoks potansiyelinin de
daha diisiik degerlere wulastigt gozlenmistir. Ancak, bu redoks ajaninin
konsantrasyonunun artmasi, pH diislisiinii olumsuz etkilemesinin yani sira, kullanilan
starter kiiltiirlerin canliligini da olumsuz etkilemektedir. Bu etmenler goéz Oniinde
bulundurularak, peynir iiretiminde indirgen ajan olarak kullanilan sodyum hidrosiilfitin
% 0.01 (a/a) oraninda UF siite ilave edilmesine karar verilmistir. Yiikseltgen ajan olarak
kullanilan potasyum iyodatin fermente UF siitiin redoks potansiyelini basarili bir sekilde
pozitif degerlerde tuttugu belirlenmistir. Ancak, potasyum iyodatin dezavantaji
fermente siitiin pH’sinin diismesine engel olmasidir. Bu nedenle, hem peynir iiretimi ve
olgunlagma siiresince redoks potansiyelini pozitif degerlerde tutmak hem de peynir
tiretimi sirasinda yeterli pH diislisiinii saglamak i¢in potasyum iyodat ilavesinin iki
asamada gerceklestirilmesine karar verilmistir. Bu amacla, potasyum iyodat, peynir
tiretiminde kullanilacak olan tam yagli UF siite baglangigta % 0.025 (a/a) oraninda ve
ardindan, yeterli pH diisiisii saglandiktan sonra peynirlere tuz ilavesi sirasinda tuz ile
birlikte % 0.025 (a/a) oraninda ilave edilmistir.

Daha sonra, starter kiltir L. lactis subsp. lactis CM41 susu kullanilarak kontrol,
indirgenmis ve yiikseltgenmis UF peynir {iretimi siiresince redoks potansiyeli ve pH’da
meydana gelen degisimler Ol¢iilmiistiir. Kontrol peynirinin liretiminde starter ve rennet
inokiilasyonu yapildiktan sonra redoks potansiyelinin hizla, yaklasik 150 mV’den -400
mV’nin altina distiigii goriilmektedir. Bu hizli diisiisiin nedeni, starter kiiltiir
aktivitesine bagli olarak siitin indirgenmesidir. Ardindan, redoks potansiyelinin bu
noktadan sonra yavasca tekrar yiikselmeye basladigi ve yaklasik -380 mV’ye ulastigi
gozlenmistir. Bu durumun, pH’nin diismesinden ve redoks potansiyelinin pH’ya
bagliligindan kaynaklandig1 distiniilmektedir. Daha sonra redoks potansiyelinde
meydana gelen diisiik diizeydeki artislarin, sicakligin degistirilmesine bagli olarak
gerceklestigi  diisiiniilmektedir. Indirgenmis peynir iiretiminde kullanilan UF siite
baslangigta % 0.01 (a/a) oraninda sodyum hidrosiilfit ilave edilmis ve baslangi¢ redoks
potansiyeli -337 mV olarak Olglilmiistiir. Fermantasyon basladiktan sonra kontrol
peynirinin liretiminde oldugu gibi, redoks potansiyelinde hizli bir diisiis meydana
gelmistir. Ancak, kontrol peynirinin Uretiminde baslangigta yaklagik 550 mV’lik bir
diisiis meydana gelirken, indirgenmis peynir lretiminde yaklasik 150 mV’lik bir
diisiisin s6z konusu oldugu belirlenmistir. Bu durumun, siitiin poising kapasitesinden
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kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Yiikseltgenmis peynir iiretiminde UF siite baslangicta
% 0.025 (a/a) oraninda potasyum iyodat ilave edilmistir. Ardindan, starter kiiltiir ve
rennet inokiilasyonu yapilmistir. Kontrol ve indirgenmis peynirlerin {iretiminden farkl
olarak tuz ile birlikte % 0.025 (a/a) potasyum iyodat ilavesi tekrar yapilmistir. Boylece,
pozitif redoks potansiyeline sahip peynir elde edilmistir. Fermantasyonun baslamasi ile
birlikte, ortamda bulunan yiikseltgen ajana ragmen redoks potansiyeli diismiis ve
yaklasik -35 mV’ye ulagsmistir. Daha sonra tuz ile birlikte yapilan ikinci yiikseltgen ajan
ilavesi sayesinde redoks potansiyeli tekrar artmaya baslamis ve inkiibasyon sonunda
yaklagik 148 mV’ye ulagsmustir. Yiikseltgenmis peynir tretiminde de, pH diisiiniin
kontrol peynirinde oldugu gibi hizl1 ger¢eklesmedigi belirlenmistir.

e Bu calismada, elde edilen bir diger 6énemli bulgu ise, tam yagh ve yagi azaltilmig UF
sitlin redoks potansiyelinin farkli olmasidir. Yagi azaltilmis UF siitiin redoks
potansiyelinin ortalama 125.2+4.8 mV (En olarak 332.2 mV) oldugu saptanmistir.
Peynir iiretiminde kullanilan tam yagli UF siitiin redoks potansiyelinin ise 146.9+8.3
mV (En olarak 353.9 mV) oldugu belirlenmistir. Buna gore, UF siitiin yag iceriginin
artmasina bagli olarak redoks potansiyelinin de arttig1 sOylenebilir. Literatiirde birkag
calisma disinda, genellikle siitin major bilesenlerinin redoks potansiyeli iizerinde

onemli bir etkisi olmadig: bildirilmistir.

Elde edilen veriler 15181inda, Lactococcus lactis subsp. lactis CM41 ve Lactococcus lactis
subsp. cremoris UD459 suslar1 saf starter kiiltiir olarak UF beyaz peynir iiretiminde
kullanilmak tizere se¢ilmistir. Her bir kiiltiir i¢in kontrol, indirgenmis ve yiikseltgenmis
olmak tizere 3 farkli peynir iretilmistir. Olgunlasmanin, 7., 30., 60. ve 90. giinlerinde
mikrobiyolojik analizler, bilesim analizleri ve olgunlagma karakteristiklerini belirlemeye

yonelik analizler gerceklestirilmistir.

e L. lactis subsp. lactis CM41 susunun starter olarak kullamldig1 K1 ve I1 peynirlerindeki
laktokok sayisinin, L. lactis subsp. cremoris UD459 susunun starter olarak kullanildig
K2 ve 12 peynirlerine gére daha yiiksek oldugu gdzlenmistir. Potasyum iyodatin
yiikseltgen ajan olarak kullanildigi (% 0.05 oraninda) Y1 ve Y2 peynirlerinde,
olgunlasmanin  60. gilinii itibariyle laktokok saptanamamistir. Olgunlagsmanin
ilerlemesiyle birlikte, starter kiiltlirlerin potasyum iyodata olan toleransinin azaldig:
diistiniilmektedir. Ayrica, olgunlagsma siiresince peynir Orneklerinde starter olmayan

laktik asit bakterilerine (NSLAB) ve koliform grubu bakterilere rastlanmamustir.
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Yiikseltgenmis peynirlerde olgunlasmanin  60. gilini itibariyle canli laktokoka
rastlanmamasinin, kullanilan yiikseltgen ajandan veya yiiksek redoks potansiyelinden
kaynaklanip kaynaklanmadigi belirlemek amaciyla kimyasal modifikasyon yontemlerinin

disinda bir yontem kullanilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

e Bilesim analizlerinin sonuglar1 incelendiginde, Y1, 12 ve Y2 peynirlerinde pH nin 4.9
un altina diismemesi nedeniyle nem igeriginin yiiksek oldugu, bu peynirlerde peyniralti
suyu ayrilmasminve titrasyon asitliginin diisiik oldugu saptanmustir. L. lactis subsp.
lactis CM41 susunun aktivitesinin potasyum iyodattan ve L. lactis subsp. cremoris
UDA459 susunun aktivitesinin ise hem sodyum hidrosiilfitten hem de potasyum iyodattan
olumsuz etkilendigi diisiiniilmektedir.

e L. lactis subsp. cremoris UD459 kiiltiirti kullanilarak {iretilen K2 peynirinin, L. lactis
subsp. lactis CM41 kullanilarak iiretilen K1 peynirine gére, ayni sekilde 12 peynirinin
de 11 peynirine gére olgunlasma siiresince daha diisiik redoks potansiyeline sahip
oldugu goriilmektedir. Bu durum, L. lactis subsp. cremoris UD459 susunun indirgeme
kapasitesinin daha yiiksek olmasindan kaynaklanmugtir. i1 ve I2 peynitlerinin
tiretiminde kullanilan sodyum hidrosiilfit sayesinde, kontrol peynirlerine kiyasla (K1 ve
K2) daha diistik redoks potansiyeli degerlerine ulagilmistir. Olgunlasmanin ilerlemesiyle
birlikte, K1, 11, K2 ve I2 peynirlerinin redoks potansiyellerinin arttigi ve Y1 ve Y2

peynirlerinde ise olgunlasmanin 30. gilinlinden sonra azaldig1 gézlenmistir.

Gozlenen degisimin, olgunlagsmaya bagl olarak ortaya ¢ikan proteoliz {iriinlerinin ve diger
baz1 bilesiklerin poising etki gostermesinden kaynaklandigi diislintilmektedir. Bir diger
olasiligin ise, proteoliz sonucu olusan peptitlerin, peynirde bulunan redoks aktif gruplar ile

Olctimde kullanilan elektrot arasinda bariyer gérevi gérmesi oldugu diisiiniilmektedir.

e pH 4.6°da ¢oziinlir azotlu maddeler bazinda olgunlasma indeksi en yiiksek olan
peynirler sirastyla 12, Y2 ve Y1 peynirleridir. Bu ii¢ peynirin pH’smin ve nem igeriginin
diger peynirlere gore yiiksek olmasi, enzim aktivitesinin artmasina, dolayisiyla pH
4.6’da ¢oziiniir azot miktariin bu peynirlerde daha yiiksek olmasina neden olmus
olabilir.

e 12 ve Y2 peynirlerindeki % 12’lik TCA’da ¢dziiniir azotlu maddelerin miktarmin, diger
peynir Orneklerine gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durumun, laktokok
kaynakli proteinaz ve peptidazlar i¢in ortamda daha fazla substrat (orta biiyiikliikteki

peptitler gibi) bulunmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu peynir 6rneklerinin
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pH’sinin ve nem igeriginin daha yiiksek olmasi nedeniyle, kimozinin yiiksek proteolitik
aktivitesine bagli olarak orta biiyiikliikteki peptitleri daha yiiksek konsantrasyonda
igerdigi diistiniilmektedir. Ayrica, L. lactis subsp. cremoris UD459 susu ile iiretilen
peynirlerin %12’lik TCA‘da ¢oziinilir azotlu maddeler bazinda olgunlagsma indeksi
degerlerinin L. lactis subsp. lactis CM41 susu ile iiretilen peynirlere gore daha yiiksek
oldugu belirlenmistir.

L. lactis subsp. cremoris UD459 susu ile iiretilen peynirlerin toplam serbest aminoasit
konsantrasyonlarinin genel olarak L. lactis subsp. lactis CM41 susu ile iiretilen
peynirlere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna gore, L. lactis subsp. cremoris
UD459 susunun proteolitik ve/veya peptidolitik aktivitesinin L. lactis subsp. lactis
CM41 susuna gore daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Bu sonuglar, %12’lik TCA‘da
¢Oziiniir azotlu maddeler bazinda olgunlagma indeksi sonuglarini1 destekler niteliktedir.
Buna ek olarak, negatif redoks potansiyeline sahip olan K1 ve I1 peynirlerinin pozitif
redoks potansiyeline sahip olan Y1 peynirine gére ve ayni sekilde, K2 ve 12
peynirlerinin de Y2 peynirine gore daha yiiksek konsantrasyonda toplam serbest
aminoasit icerdigi saptanmustir. Indirgenmis redoks potansiyeli ile laktokoklarin
peptidolitik aktivitesi arasinda pozitif bir iligki oldugu diistiniilmektedir.

Peynir orneklerine ait RP-HPLC kromatogramlar: kendi iglerinde karsilastirildiginda,
ozellikle yiikseltgenmis peynirler (Y1 ve Y2) ile indirgenmis redoks potansiyeline sahip
peynirler (K1, K2, 11 ve 12) arasinda temel farkliliklar oldugu gériilmektedir. Bu
farkliliklar ¢ogunlukla triptofan (36. dakikada gelen pik), a-laktaloumin (83. dakikada
gelen pik) ile B-laktoglobulinin genetik varyantlarindan  (yaklasik 86. ve 87.
dakikalarda gelen pikler) kaynaklanmaktadir. Triptofan, o-laktalbumin ile
B-laktoglobulinin genetik varyantlarin konsantrasyonunun (pik alaninin) yiikseltgenmis
peynirlerde diisiik olmasinin, bunlarin oksidasyona ugramalar1 ve yeni olusan triinlerin
ya RP-HPLC teknigi ile saptanamamasi ya da alikonma siiresinin farkli olmasindan
kaynaklandig diisiiniilmektedir. RP-HPLC verilerine uygulanan PCA ile diisiik redoks
potansiyeline sahip K1 ve I1 peynirlerinin ayni bdlgede toplandigi, yiiksek redoks
potansiyeline sahip Y1 peynirinin ayr1 bir bolge icerisinde toplandigi tespit edilmistir.
Aymi durumun L. lactis subsp. cremoris UD459 susu ile iiretilen K2, 12 ve Y2 peynirleri
icin de gecerli oldugu bulunmustur. Sonug olarak, hem redoks potansiyelinin hem de
olgunlagsma siiresinin pH 4.6’da ¢oziiniir peptit profilini yani laktokoklar tarafindan

peynirde gergeklestirilen proteolizi etkiledigi belirlenmistir.
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e Ure-PAGE elektroforetogramlar1 incelendiginde, en belirgin farkliligin, os-I-kazein
fraksiyonu ve ag-kazeinin ileri pargalanma iiriinlerinde oldugu gézlenmistir. Y1 ve Y2
peynirlerinde os;-1-kazein birikiminin s6z konusu oldugu ve as-kazeinin ileri
parcalanma iriinlerinin diger peynirlere gore daha az oldugu tespit edilmistir.
Olgunlasma siiresince Y1 ve Y2 peynirlerinde meydana gelen og-kazein
degradasyonunun, diger peynir Orneklerine gore daha fazla oldugu goézlenmistir.
Kullanilan redoks ajanlarinin ve ortamin redoks potansiyelinin kimozinin os-kazein
tizerindeki aktivitesini olumsuz yonde etkilemedigi belirlenmistir. Ancak, os-1-kazein
fraksiyonunun  yiikseltgenmis peynirlerde birikmesinin, yiikseltgenmis redoks
potansiyelinin veya potasyum iyodatin veya ylikseltgenmis kosullara bagli olarak
peynirde olusan bir bilesigin, starter laktokok proteinazi olan laktosepinin aktivitesini
olumsuz etkilemis olabileceginden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ayrica, osi-kazein
degradasyonunun f-kazein degradasyonuna gore daha hizli gergeklestigi belirlenmistir.
Bunun nedeninin, UF peynir iiretiminde kullanilan kimozinin tamaminin peynirin
yapisinda kalmasi1 ve bunun hidrolitik aktivitesini p-kazeinden ¢ok os3-kazein tizerinde
sergilemesi oldugu diistiniilmektedir.

e Peynirlerin  SDS-PAGE  elektroforetogramlar1  incelendiginde,  farkliliklarin
as-kazeinlerin ve B-kazeinin pargalanma iiriinlerine ait bantlardan ve B-laktoglobuline
ait banttan kaynaklandigi gozlenmistir. Yiikseltgenmis peynirlerin (Y1 ve Y2)
as-kazeinlerin ve B-kazeinin pargalanma riinlerine ait bantlarin dansitesinin olgunlagsma
siiresince diger peynirlerinkine gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu durumun,
proteolizi belirlemeye yonelik yapilan diger analiz sonuglarinda da oldugu gibi
yiikseltgenmis peynirlerde laktosepinin aktivitesini yitirmis ve azalmis olmasindan
kaynaklandig: diistintilmektedir.

e Yapilan serbest yag asidi analizi sonucunda, peynirlerin toplam serbest yag asidi
konsantrasyonunun genellikle olgunlasma siiresince artig gosterdigi saptanmistir.
Ayrica, genellikle, L. lactis subsp. cremoris UD459 susu kullanilarak iiretilen
peynirlerdeki toplam serbest yag asidi konsantrasyonunun, L. lactis subsp. lactis CM41
susu ile iiretilen peynirlere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte,
peynirlerin redoks potansiyellerinin lipoliz tizerinde belirgin bir etkisi saptanmamustir.

e Organik asit sonucglart incelendiginde, peynirlerde bulunan laktik asit
konsantrasyonlarinin pH, % titrasyon asitligi ve % laktoz degerleri ile uyum iginde

oldugu belirlenmistir. Kontrol peynirlerindeki (K1 ve K2) laktik asit konsantrasyonunun
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diger peynirlere gore daha yiiksek oldugu, bunu indirgenmis peynirlerin (I1 ve 12)
izledigi ve yiikseltgenmis peynirlerin (Y1 ve Y2) ise en diisik laktik asit
konsantrasyonuna sahip oldugu belirlenmistir. Yiikseltgenmis peynirlerdeki laktik asit
konsantrasyonunun diisiik olmasiin nedeninin bu ortamda laktokoklarin canliliklarin
yitirmesi oldugu diisiiniilmektedir. Uretimin bagindan itibaren indirgenmis ortama sahip
olan peynirlerde (i1 ve 12), olgunlasma siiresince starter laktokoklarin canliliklarini
korumalarina ragmen, laktik asit konsantrasyonunun diisiik olmasinin, hiicrelerdeki
NADH/NAD" oranmmn degisiminden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu peynirlerin
tiretiminde, UF retentantinda indirgenmis kosullarin olusturulmasina bagli olarak,
inokiilasyonu gergeklestirilen hiicrelerdeki NADH/NAD" oranmin degismesi nedeniyle
laktat dehidrogenaz aktivitesinin azaldigi ve laktik asit sentezinin yavasladigi
diistinilmektedir.

Ugucu bilesiklerin analizinin sonuglarina gore, ylikseltgenmis (Y1 ve Y2) peynirlerdeki
asetoin konsantrasyonunun olgunlagsmanmn 90. giiniinde diisiik redoks potansiyeline
sahip K1, 11, K2 ve i2 peynirlerine gore daha diisiik oldugu saptanmustir. Ancak, peynir
orneklerinin diasetil miktarlar1 karsilastirildiginda, beklenildigi gibi yiikseltgenmis
peynirlerdeki diasetil konsantrasyonunun diger peynirlere gore daha yiiksek
bulunmamustir. Dahasi, K1 ve I1 peynirlerindeki diasetil konsantrasyonunun diger
peynir Orneklerinden c¢ok daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu durumda, diasetil
iiretimi i¢in redoks potansiyelinin yiiksek olmasinin tek basina yeterli olmadigi, ortamda
mutlaka oksijenin bulunmasi gerektigi disiiniilmektedir. Ayrica, etantiyoik asit S-metil
estere sadece yiikseltgenmis peynirlerde rastlanmistir. Metiltiyo-2-propanona sadece
yiikseltgenmis peynirlerde rastlanmistir. Bu bilesigin metantiyoliin yiikseltgenmesine
bagli olarak, sadece Y1 ve Y2 peynirlerinde bulundugu diisiintilmektedir. Aldehit
icerikleri agisindan peynirler arasindaki en Onemli farklilik benzaldehit ve 4-metil
benzaldehite bagl olarak gergeklesmistir. Badem aromasina sahip olan benzaldehit, 4-
metil benzaldehit ve benzonitrilin yiikseltgenmis (Y1 ve Y2) peynirlerde daha yiiksek
oranda bulundugu saptanmistir. Ayrica, metantiyol, dimetil disiilfit ve dimetil trisiilfit
gibi kiikiirtlii bilesiklere, genel olarak, diisiik redoks potansiyeline sahip olan K1, K2, 11
ve 12 peynirlerinde rastlanmigtir. Bu sonuglara gére, ortamin redoks potansiyelinin
peynirde bulunan ugucu tat-koku bilesiklerini 6nemli diizeyde etkiledigi belirlenmistir.
Tekstiirel analiz sonucglarina gore, olgunlagma siiresince Y1 ve Y2 peynirlerinin sertlik

degerlerinin diger peynirlere gore diisiik oldugu belirlenmistir. Bu durum, bu
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peynirlerin pH’larinin yiiksek olmasi nedeniyle, nem igeriklerinin diger peynirlere gore
daha yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir.

e Panelistler tarafindan yapilan duyusal degerlendirmede, Y1 ve Y2 peynirlerinin
olgunlasmanin 7. giiniinden itibaren belirgin bir badem aromasina sahip oldugu
bildirilmistir. Ayrica, olgunlagsmanin 30. giiniinden itibaren bu peynirlerde oksidasyona
bagli metalik tat olustugu belirlenmistir. Bu metalik tadin, proteinlerin oksidasyonundan
kaynaklandig1 diisiniilmektedir. Y1 ve Y2 peynirlerinin, diger peynirlere gore daha
yumusak ve kremimsi bir yapiya sahip oldugu belirtilmistir. K1, K2, i1 ve 12 peynirleri,
panelistler tarafindan duyusal 6zellikleri agisindan olgunlasma siiresince yiiksek puanlar
almistir. Ayrica, i1 ve 12 peynirlerinin, olgunlasmanin 30. giiniinden itibaren pismis siit
kokusuna sahip oldugu bildirilmistir. Pigmis siit kokusunun indirgenmis peynirlerde

bulunan kiikiirtlii bilesiklerden kaynaklandigi diisiinilmektedir.

Sonu¢ olarak; redoks potansiyelinin peynirin olgunlagma karakteristikleri iizerinde,
ozellikle proteoliz, ugucu bilesikler, organik asitler ve bunlara bagl olarak da duyusal
ozellikleri lizerinde Onemli bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Kiiltlir se¢iminde
asidifikasyon kapasitesinin yanisira siitli indirgeme aktivitesinin de dikkate alinmasi peynir
ve diger fermente siit tiriinleri kalitesi agisindan son derece onemlidir. Bu arastirmadan
elde edilen veriler, kaliteli bir UF beyaz peynir eldesi i¢in olgunlagsma siiresince negatif
redoks potansiyelinin gerekli oldugunu isaret etmektedir. Ancak, farkli LAB suslarinin
kullanildig1 diger peynir cesitleri i¢in de benzer arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ayrica, peynirde redoks potansiyelinin kontrol altinda tutulabilmesi i¢in kimyasal redoks
ajanlar yerine farkli indirgeme kapasitesine sahip starter ve/veya ek kiiltiir kullaniminin

s0z konusu olabilecegi diislintilmektedir.
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EKLER

EK 1. Peynir drnekleri i¢in duyusal muayene degerlendirme puanlari

DEGERLENDIRME KRITERLER] PUAN
DIS GORUNUM VE RENK

Kendine 6zgii diizgiin parlak beyaz, homojen ve diizgiin prizmatik goriiniimlii bozulmamis kalip 10
Mat. Soluk beyaz renk ve kesit yiizeyinde birka¢ delik ve gézenek 9
Homojen olmayan goriinim 8
Bir 6rnek olmayan renk dagilimi *
Diizgiin olmayan prizmatik goriiniim 6*
Pargalanan gatlak kalip, fazla sayida delik ve gdzenek, esmerimsi ve anormal renk, kiiflii goriiniim <5
TAT

Kendine 6zgii tat 10
Maya tad1 veya pigmis tat 9
Tuzlu tat 8
Eksi tat ™
Tatlims1 veya yavan tat 6*
Metalik, kiiflii, aci, ransit veya amonyak tad1 <5
KOKU

Kendine 6zgii koku 10
Mayamsi koku 9
Eksimsi koku 8
Kiifiimsii koku 7
Yabanci, hayvansal koku, yem veya ot kokusu <6
YAPI

Diizgiin, piiriizsiiz, lekesiz, homojen kesit, fazla sert veya fazla yumusak olmayan 10
Kuru ve sert yap1 9
Dagilabilen yapi 8
Lekeli kesit 7*
Kaygan yap1 6*
Kumlu, elastiki, yaumusak ve 1slak, yarik ve catlak, erimis yap1 <5
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TOPLAM KABUL EDILEBILIRLIK PUAN
Cok begendim 5
Tiiketebilirim 4
Diizeltilmeli 3
Hi¢ begenmedim 1-2
ACILIK DERECESI PUAN
Acilik yok 0
Cok az ac1 1
Belirgin acilik 2
Cok acilik 3
Asirt acilik 4
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EK 2. UF peynir 6rnegine ve serbest yag asidi standardina ait GC kromatogrami
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EK 3. UF peynir 6rneginin 210 nm, 280 nm ve RI’de elde edilen HPLC kromatogramlari
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EK 4. Belirlenen bazi ugucu bilesenlere ait aromatik tanimlama®
Grup | Fonksiyonel Grup Kimyasal Bilesik Aromatik Ozelligi
Birincil Alkoller Etanol Kuru/tozlu
1-heptanol Yagli/cigek/cimen
1-oktanol
1-nonanol
1-dekanol Yagli/saman
3
= 1-dodekanol
o
=
< Ikincil Alkoller 3-heptanol Bitki/yagimsi
4-heptanol Bitki/toprak
2-oktanol Mantar/Hindistan cevizi/ransit
Doymamus Alkoller 3-metil-2-biiten-1-ol Peynir/meyvemsi/¢imen
Terpen Alkolleri Linalool Tatli/gigek/bal
Diiz Zincirli Aldehitler Hekzanal Ot
Heptanal Sabunumsu/ot
Oktanal Yagli/ot
Nonanal Ot/mumsu/hayvan
3
-% 2-nonenal Ot/yagh
S
< Dekanal Findik/gigek
Dallanmis Aldehitler 2-etil-2-hekzenal Ac1 badem/yagh
Halkal Yapidaki Aldehitler | Benzaldehit Badem
4-metil Benzaldehit Badem
2-propanon Talag/saman
2,3-biitandion Tereyag
3-hidroksi-2-biitanon Tereyag
2-pentanon Tatli/meyvemsi
3
g 3-metil-2-biitanon Nane
8
()
X 3-heptanon Kiiflii/sabunumsu/meyvemsi
4-oktanon Toprak
2-okten-4-on Mantar
2-nonanon Ot/toprak/kiiflii/meyvemsi
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Metil biitanoat Meyvemsi/elma
Propil biitanoat Meyvemsi
2-metil propil biitanoat | Ananas
1-metil hekzil biitanoat | Nane

= Metil hekzoanat Ananas

% Etil hekzanoat Meyvemsi/kavun/¢iiriik meyve
Metil heptanoat Meyvemsi
Metil oktanoat Meyvemsi
Etil oktanoat Meyvemsi
Etil nonanoat Cigek

Diiz Zincirli Yag Asitleri Asetik asit Sirke

Propanoik asit Keskin
Biitanoik asit Tatlims1/peynirimsi
Pentanoik asit Odun/sebze/baharat
Hekzanoik asit Keskin/kegimsi

% Oktanoik asit Peynir/kegimsi

< S .
Nonanoik asit Kegi
Dekanoik asit Peynir/kegimsi
Dodekanoik asit Sabunumsu

Dallanms Yag Asitleri 2-metil propanoik asit | Peynir/ransit tereyag

3-metil biitanoik asit Tatlims/kirli corap

% Bu bilgilerin elde edilmesinde Curioni ve Bosset [200] ve Marilley ve Casey [201]’den yararlanlmustir.
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EK 5a. L. lactis subsp. lactis CM41 susu kullanilarak tiretilen peynirlerde olgunlasmanin 7. giininde SPME-GC-MS kromatogramlari1 (K:Kontrol,

I:Indirgen, Y: Yiikseltgen)
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EK 5b.
(K:Kontrol, I:Indirgen, Y: Yiikseltgen)
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L. lactis subsp. cremoris UD459 susu kullanilarak firetilen peynirlerde olgunlagsmanin 7.

giiniinde SPME-GC-MS kromatogramlari

97 NL:
6.19E8
TIC M3
7K2-a-Td

24.28

29.25

3403

- 9.19
] 456 ‘:]fl 19.12
Jo26 119 M2l 1334 4y 1710

e S 14 ]

205 B0
L\L& 2634 5751 |\3022 3260 A;l 3582

19

Relative Abundance
1

20 9.4

Jogs 157 425 822 am 157 13331434 1707 191

97

2130 MNL:
1.27E9

TIC NS
942-37d

2028 -

39.09 5243
4758 4998
2446 2593 9761 ’\3@.22 302 AW oy | 432 !

204 623 900 941 445

1o 48 4F 7w B33 gy 189

U T

2425

29.27

39.09
34.04

/N

4567

1350
201 545

2575233 30{-22

32.60 372
1, !

e e e e

0 2 4 i b} 10 12 14 16 18 20 22 24 26 23 30 32 34 36 B 40 42 44 46 43 50 52 54

Time (min)



90¢

EK 5c. L. lactis subsp. lactis CM41 susu kullanilarak tiretilen peynirlerde olgunlagsmanin 90. giiniinde SPME-GC-MS kromatogramlar1 (K:Kontrol,

I:Indirgen, Y: Yiikseltgen)
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