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OZET

OLGUN BEYAZ PEYNIR LEZZETINE SAHIP ENZIM
MODIFIYE PEYNIR URETIM SURECINDE BiYOAKTIVITE
OZELLIKLERININ DEGISIMI

Aysun ALTINYUZUK AKILLI
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Zafer ERBAY
Ikinci Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Levent Yurdaer AYDEMIR
Agustos 2022, 68 sayfa

Peynir, gida tedarik zincirinin en biiyiik ve 6nemli pargasini olusturan siit sektoriiniin, hem
tirin ¢esitliligi, hem kullanim yayginligi, hem de lezzet yogunlugu acisindan en dikkat ¢ekici
triiniidiir. Diinyada tiiketilen siitiin yaklasik %40’ 1mmin peynir iiretiminde kullanildigi
diistiniilmektedir. Gilinlimiiz itibariyle ise, {iretilen peynirlerin ¢ok 6nemli bir boliimii, baska
gidalarin iiretiminde formiilasyona katilan bir katki/bilesen olarak tiiketilmektedir. Gida
katkisi/bileseni olarak peynirlerin kullaniminin temel nedeni lezzetleridir. Peynirlerin 6zgiin
lezzeti iiretim sonrasindaki olgunlagma siirecinde olusmaktadir. Bu siire¢ oldukca maliyetli ve
standardize edilmesi gii¢ bir siiregtir. Olgunlagma siirecinin kontrollii kosullarda, enzimatik
reaksiyonlarla taklit edilmesi ile peynir lezzetinin gelistirilmesi ve yogunlastirilmasi, ¢ok daha
kisa siirelerde miimkiin olabilmektedir. Bu yontemle elde edilen {irline enzim modifiye peynir
(EMP) denilmektedir. EMP iiretiminde ger¢eklesen yiiksek proteoliz ve lipoliz islemleri
sonucu biyoaktif peptitler basta olmak ftizere, cesitli biyoaktif bilesenlerin olusabilecegi
diistiniilmektedir. Literatiirde yapilmis az sayida ¢aligmada bu yonde bulgular vardir. Bu
calismada, olgun beyaz peynir lezzetine sahip EMP {iretim siirecindeki islem basamaklari
boyunca (hammadde, eritme islemi sonrasi, proteoliz sonrasi, lipoliz sonrasi) alinan
orneklerin suda ¢oziinlir ekstraktlarinda atntihiperansif (ACE inhibisyon), antidiyabetik (o-
amilaz ve a-glukozidaz inhibisyon), antioksidan (ABTS katyon radikali ve metal iyonu
baglama), antimikrobiyal (E. coli K12, S. aureus ATCC 25923) aktivite diizeyi ve degisimi

analiz edilmistir. Calisma sonucunda EMP’nin saglik acisindan potansiyel niteliklerinin

v



oldugu gortilmiistir. EMP iiretim asamalarinin tamaminda hem serbest radikal siiplirme
kapasitesinde (12,6-215,0 umol troloks/g kuru madde), hem de antihipertansif aktivitede
(1,18-2,80 umol captopril/kg kuru madde) dnemli artislar saptanmistir ve bu artislar in vitro
sindirim sonrasinda da devam etmistir (171,2-471,1 umol troloks/g kuru madde ve 8,51-20,69
umol captopril/kg kuru madde). Demir baglama kapasitesi agisindan ise en yiiksek degerler
proteoliz sonrasi in vitro sindirim 6ncesindeki 6rneklerde saptanmustir (0,95-27,6 mg EDTA/g
kuru madde) ve in vitro sindirim ile beraber saptanan degerler diismiistiir. Antidiyabetik
aktivite agisindan ise in vitro sindirim Oncesinde a-amilaz, sonrasinda ise o-glukosidaz
inhibisyon aktivitesi tim Orneklerde saptanmistir. /n vitro sindirim Oncesi a-glukosidaz,
sonrasinda ise a-amilaz inhibisyon aktivitesi drneklerde dl¢iilememistir. Orneklerde sadece in

vitro sindirim sonras1 S. aureus izerinde etkili bir inhibisyon aktivitesi saptanmaigstir.

Bu calisma sonuglar1 ile EMP’nin saglik iizerinde olumlu etkiler gosterme potansiyeline sahip
oldugu ortaya konulmustur. EMP’nin iiretimi siirecinde ortaya ¢ikan peptitlerin tanimlanmasi,
biyoaktif 6zelliklerinin bilesen bazinda ortaya konulmasi ve lezzet katkis1 olarak kullanildigi
tiriinlerde bu potansiyel etkinin degisiminin gozlemlenmesi gelecekteki calismalar olarak

Onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Enzim modifiye peynir, biyoaktif peptitler, biyoaktivite, antihipertansif,

antidiyabetik, antioksidan, antimikrobiyal, in vitro sindirim.



ABSTRACT

VARIATION OF BIOACTIVITY PROPERTIES DURING THE
PRODUCTION OF ENZYME-MODIFIED CHEESE WITH

RIPENED WHITE CHEESE FLAVOR

Aysun ALTINYUZUK AKILLI
MSc, Department of Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zafer ERBAY
Co-Supervisor: Assist. Prof. Dr. Levent Yurdaer AYDEMIR
August 2022, 68 pages

Cheese is the most striking product of the dairy industry, which constitutes the largest and
most important part of the food supply chain, in terms of product variety, prevalence of use
and intensity of flavor. It is known that approximately 40% of the milk consumed in the world
is used in cheese production. Recently, a very important part of the cheese produced is
consumed as an additive/ingredient to the formulation in the production of other foods. The
main reason for the use of cheeses as food additives/ingredient is their flavor. The unique
flavor of the cheeses is formed during ripening. It is quite costly and difficult to standardize.
By mimicing the ripening process with enzymatic reactions under controlled conditions, it is
possible to develop and intensify cheese flavor in a shorter time. The product obtained by this
method is called enzyme modified cheese (EMC). It is thought that various bioactive
components, especially bioactive peptides, may be formed as a result of high proteolysis and
lipolysis duing EMC production. There are few studies in the focused on thir topic. In this
study, the water-soluble extracts of the samples obtained from the processing stages (raw
material, processed cheese, after proteolysis, after lipolysis) in the EMC production including
ripened white cheese flavor were analyzed for antihypertensive (ACE inhibition), antidiabetic
(a-amylase and a-glucosidase inhibition), antioxidant (ABTS cation radical and metal ion
binding), antimicrobial (E. coli K12, S. aureus ATCC 25923) activity levels and changes.
Results showed that EMC has potential health. Significant increases were found in both free
radical scavenging capacity (12.6-215.0 pumol trolox/g dry matter) and antihypertensive
activity (1.18-2.80 umol captopril/’kg dry matter) in all production stages and-the increase
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continued after in vitro digestion (171.2-471.1 pmol trolox/g dry matter and 8.51-20.69 pmol
captopril/kg dry matter). In terms of iron binding capacity, the highest values were determined
in the samples after proteolysis without in vitro digestion (0.95-27.6 mg EDTA/g dry matter)
and the values determined with in vitro digestion decreased. In terms of antidiabetic activity,
a-amylase inhibition activity without in vitro digestion and a-glucosidase inhibition activity
with in vitro digestion was detected in all samples. The inhibition activity of a-glucosidase
without in vitro digestion and a-amylase with digestion could not be measured in the samples.
An effective inhibitory activity on S. aureus was detected onlyin the samples without in vitro

digestion.

According to the results of this study, it has been revealed that EMC has the potential to have
positive effects on health. It is suggested as future studies to identify the peptides that emerge
during the production process of EMC, to reveal their bioactive properties on the basis of
components, and to observe the change of this potential effect in products where it is used as a

flavor additive.

Keywords: Enzyme-modified cheese, bioactive peptides, bioactivity, antihypertensive,

antidiabetic, antioxidant, antimicrobial, in vitro digestion.
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KISALTMALAR

ABTS: 2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
ACE: Anjiyotensin-doniistiiriicli enzim

DNS: 3,5-Dinitrosalisilik asit

DPPH: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil serbest radikali

EMP: Enzim modifiye peynir

EP: Eritme peyniri

FID: Alev iyonizasyon dedektorlii

GC: Gaz kromatografisi

GC-FID: Alev iyonizasyon dedektorlii gaz kromatografi
I1Csy: Yar1t maksimum (%50) inhibisyon konsantrayonu
MIC: En diisiik biiytime engelleyici konsantrasyon

OPA: o-fitaldialdehit

OUI: Olgunlasma uzama indeksi (SCA, %azot cinsinden)
OYI: Olgunlagsma yogunluk indeksi (TCA, %azot cinsinden)
PPK: Proteolize peynir konsantresi

PTA: Fosfotungustik asit

PTA-CA: %51k fosfotungustik asitte ¢oziiniir azot

SAAI: Serbest amino asit indeksi (PTA, %azot cinsinden)
SCA: Suda ¢oziiniir azot

SYA: Serbest yag asitleri

TA: Toplam azot

TCA: Trikloroasetik asit

TCA-CA: %12’lik trikloroasetik asitte ¢ozlinilir azot
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1. GIRIS

Beslenme ve gida iiretimi, artik sadece yasamu siirdiirmek i¢in gerekli olan temel beslenme
ithtiyacinin karsilanmasi1 amaciyla degil; saglik agisindan gesitli olumlu degisimler saglamak
amaciyla da gergeklestirilmektedir. Bu durumda giiniimiiz gida sektorii iizerinde 6nemli
etkilere neden olmaktadir. Gida sektdriinde degisim etkileyen bazi temel faktorler; Saglik ve
beslenme alanlarindaki bilimsel ve teknolojik ilerleme, diinya niifusunun yaslanmasi, saglik
hizmetlerinin maliyetindeki artig, saglikli ve gilivenli gidaya ulasmanin bir hak olarak
tanimlanmas1 ve bu dogrultudaki tiiketici talepleri, gida endiistrisinde gerceklesen teknolojik
gelisim, ¢evre konusundaki bilinglenme ile degisen diizenlemeler ve gelisen c¢evreci

yaklagimlardir (Korhonen, 2002; Siro vd., 2008; Ozen vd., 2012).

Bu dogrultuda, basta Japonya, AB ve ABD olmak iizere diinyanin cesitli iilkelerinde
“fonksiyonel gidalar” ile “yeni/yenilik¢i gidalar” kavramlari ortaya c¢ikmustir. Fonksiyonel
gidalar, “vuciidumuzda hedef fonksiyonlara olumlu sekilde etki eden, yeterli besleyici
etkilerin disinda, bireyin ruhsal, fiziksel ve genel saglik durumunda olumlu etki yaratan
gidalar” olarak tarif edilmektedir (Diplock vd., 1999). Bu yaklasimlarin sonucu, c¢esitli
teknolojik ¢alismalarla gidalarin vucudumuza etkileri lizerinde yapilan ¢aligmalar artmis ve

hali hazirda tiiketilen gidalarin etkileri incelenmeye baglamistir.

Bu gidalarin tanimlanmasi veya liretilmesinde, gida igeriginde bulunan biyolojik olarak aktif

bilesenler belirleyicidir. Cok ¢esitli gida bilesenlerinin (fitokimyasallar, biyoaktif yaglar, yag
sterolleri, probiyotikler, prebiyotikler, mineraller, vitaminler ve biyoaktif peptitler) potansiyel
saglik iyilestirici etkileri saptanmis olup, bu bilesenlerle ilgili ¢aligmalar devam etmektedir
(Korhonen, 2002). Biyoaktif gida bilesenlerinde biyoaktif peptitler 6nemli bi grubu
olustururlar. Biyoaktif peptitler, bulunduklar1 protein yapisi igerisinde inaktif haldeyken,
proteinlerin sindirimi slirecinde proteolitik enzimler ve kosullarla pargalanmasi sonucu ortaya
cikmakta ve hormon benzeri 6zellikleriyle ¢ok cesitli fizyolojik etkiler gosterebilmektedirler.
Genellikle, 2-20 aminoasit kalintis1 i¢eren, diisiik molekiil agirligina sahip bu molekiiller,
yapisal ozelliklerine, aminoasit bilesimine, dizilimine ve yiikiine bagl olarak c¢esitli biyolojik
ozellikler gostermektedirler (Kinik ve Giirsoy, 2002; Korhonen ve Pihlanto, 2003; Giir vd.,
2010; Semen ve Altintag, 2015; Marciniak vd., 2018; Ay ve Sanli, 2018).
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Biyoaktif peptitler agisindan en 6nemli kaynak siit ve yumurtadir, ancak ette ve bitkilerde
biyoaktivite gdsterebilen proteinler mevcuttur (Korhonen ve Pihlanto, 2003). Siit
proteinlerinden iiretilen biyoaktif peptitlerin agiz yolu ile alinmasinin kalp-damar, sindirim,
endokrin, bagisiklik, sinir sistemi gibi vucut sistemleri iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir
(Clare ve Swaisgood, 2000; Korhonen, 2009; Unal vd., 2018). Siit iiriinleri igerisinde ise,
peynir basta olmak iizere, fermente siitlerde biyoaktif peptitler bulunmaktadir (Korhonen,
2009). Siit ve triinleri igerisinde ugradig: yiiksek proteoliz nedeniyle dikkat ¢eken {iriinlerden
birisi de enzim modifiye peynirdir (EMP). Peynir lezzetinin gelistirilmesi ve
yogunlastirilmasi veya bir baska ifadeyle olgunlagma siiresinin kisaltilmasi i¢in peynirin
enzim ile islenmesi sonucu elde edilen iiriine enzim modifiye peynir (EMP) denir (Erbay
vd.,2021). EMP iiretiminde proteoliz kritik bir islemdir ve bu islemle beraber EMP igerisinde
biyoaktif nitelikleri geliskin peptitlerin olusumu miimkiindiir. Bu konuda literatiirde ¢ok az
saylida calisma olmakla beraber, EMP’lerin antihipertansif, antialerjen ve antimikrobiyal
etkilerinin saptandigi birka¢g makale yayinlanmistir (Haileselassie vd., 1999; Glass ve
Johnson, 2004a, 2004b, 2004c; Tanabe vd., 2006; Suzuki vd., 2007; Tonouchi vd., 2008;
Isobe vd., 2008; Yamasaki ve Mitsuyama, 2014).

2018 yilinda Erbay ve ark yapmis oldugu proje ¢alismasinda, iilkemize 6zgii bir iirlin olan
olgun beyaz peynir lezzetine sahip EMP {iretiminde uygun iiretim ve islem kosullar
belirlenmistir. Tez ¢calismamizda, olgun beyaz peynir lezzetine sahip EMP “iki asamal1 {iretim
teknigi” ile liretilmis, son iiriinde ve iiretim asamalarinda biyoaktif 6zelliklerinin (antioksidan,
antihipertansif, antidiyabetik ve antimikrobiyal) degisimleri in vitro sindirim siireci oncesi ve

sonrasinda degerlendirilmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Siit ve siit iirlinleri gilinlimiizde gida tedarik zincirinin en biiylik ve en Onemli pargasini
olusturmaktadir (Fox vd.,2011). Bu sektoriin iirlin yelpazesinde yogurt, krema, tereyagi,
peynir, i¢cme siitii basta olmak iizere fermente siitler, dondurma, koyulastirilmis siit ve toz
tirtinleri bulunmaktadir (Britz ve Robinson, 2008). 2017 yilinda diinyadaki siit iiretiminin
%80’den fazlasini olusturan inek siitiiniin iiretimi bir 6nceki yila gore %2.2 oraninda artmistir.
2010-2017 yillar1 arasinda hemen hemen tiim siit iirlinlerinin {iretimlerinde diinya ¢apinda
artis gbézlemlenmekle birlikte, bu ylikselisteki en belirgin pay siit tozlar1 ve peynirde
goriilmustir (USK, 2018; IDF, 2018). Siit tiriinleri igerisinde, iirlin ¢esitliligi dolayisiyla en
dikkat ¢ekici tiriin tipi peynirdir.

2.1. Peynir

Yaklagik 5000 yillik bir gegmisi oldugu bilinen peynirin, giiniimiizde 1000’den fazla ¢esidi
vardir (Fox, 2011).

Peynirin, siit ile kiyasla lezzet yogunlugu cok yiiksek bir {irlindiir. Bu lezzetin yogunlugu,
pek ¢ok lezzet bileseninin kompleks bir karisimi sonucu olusur ve esasen peynirin olgunlagma
stirecinde ortaya ¢ikar. Her peynirin kendine 6zgii tatlar1 ve farkliliklar1 vardir. Bu amagla,

cesitli gidalarin tiretimde katki/bilesen olarak kullanilmaktadir.

Gidalara peynir lezzetini aktarabilmek veya gida i¢inde var olan peynir lezzetini artirabilmek
icin lezzet verici/artirict olarak peynirlerin direkt ilavesi ilk akla gelen yontem olmustur ve
pizza gibi ¢esitli Uriinlerde hem lezzet, hem doku agisindan olduk¢a olumlu sonuglari
olmustur. Fakat istenilen lezzet etkisine ulasabilmek icin iiretimde olgun peynirlerin kullanimi
zorunludur. Bunun sonucunda gida bileseni olarak olgun peynirlerin dogrudan
kullanimlarinda ¢esitli sorunlar ortaya ¢ikabilir. Bu sorunlar yetersiz peynir lezzeti, standart
olmayan lezzet profili, son {riinde asir1 laktoz veya yag diizeyleri, iirlinlere yiiksek
miktarlarda ilave edilmesi durumunda diisiik ¢6ziiniirliige sahip bilesenler barindirmasindan
dolay1 istenmeyen doku 6zellikleri, iiriinlere dogrudan islenmesinde uygulanabilirlik sorunlari
ve olgunlagma siirecinin uzunlugundan kaynakli yiiksek maliyetler olarak siralanabilir. Bu tip
sorunlardan dolayi, gidalarda peynir lezzetini saglayabilmek ve arttirabilmek amagh ¢esitli
yontemler gelistirilmis ve bu yontemler giiniimiizde sektdre hakim olmustur (Moskowitz ve

Noelck, 1987; Kilcawley vd., 1998; Erbay vd., 2016).
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Peynir lezzeti saglayan katki maddeleri liretim teknigine bagli olarak; dogal ve sentetik
olabilmektedir. Sentetik lezzet bilesiminin maliyeti ve istenilen kalitede tiretimi miimkiinken,
peynir lezzetinin karmasik ve dinamik yapisi nedeniyle sentetik peynir lezzetinin {iretiminde
zorlanilmaktadir. Son yillarda dogal {iriinlere yonelik artan egilim ve yapilan etiketleme ile
ilgili zorunlluluklar da sentetik lezzet bilesenlerinden uzak durmasina yol agmistir. Bundan
dolay1, peynir lezzet katkis1 olarak dogal peynir lezzetleri 6ne ¢ikmistir. Dogal peynir lezzet
katkilari/bilesenleri; enzim modifiye peynir (EMP) ve peynir tozlaridir (Erbay vd., 2018;
Erbay vd., 2021).
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Sekil 2.1: Peynir lezzetinin olusumu (McSweeney ve Sousa, 2000).

2.2 Peynir tozu

Peynir lezzetini bir gida bileseni veya katki maddesi haline getirmenin veya bu amacla
liretmenin en basit yolu, peynirin emiilsifiye edici tuzlarla islenmesi sonucu (1s1 ve mekanik
etki ile) elde edilen homojen peynir bulamacinin piiskiirtmeli kurutma ile toza

donistiirtilmesidir. Bu yontemle, peynir lezzeti toz forma doniistiiriilebilmekte ve endiistriyel
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olarak peynirlerin dogrudan kullaniminda karsilasilan pratik sorunlarin 6nemli bir kismi
coOziilebilmektedir. Ayni zamanda, iiretim tekniginin kolayligi, uzun raf 6mrii ve diisiik nem
icerigi nedeniyle artan lezzet yogunlugu (2-5 kat fazla) peynir tozunun kullanim alanini ve
peynir tozu ile ilgili yapilmig bilimsel ¢alismalart son yillarda artirmistir (Varming vd., 2011;
Erbay vd., 2015; Koca vd., 2015; Erbay ve Koca, 2015, 2019; da Silva vd., 2017; da Silva
vd., 2018a, 2018b; Sahin vd., 2018). Buna karsin, peynir lezzeti saglamak veya artirmak
amactyla kullanilacak bir gida bileseni olarak kaliteli bir peynir tozu liretebilmek i¢in birinci
sart; hammadde olarak lezzet yogunlugu yiliksek bir olgun peynirin kullanilmasidir.
Dolayistyla, olgun peynirlerin gida bileseni olarak kullanimindan kaynaklanan sorunlar,
peynir tozu i¢in de gegerli olmaktadir (olgunlagsma siirecinden kaynakli yiiksek maliyetler,
standart {iriin eldesinde sorunlar vb). Ek olarak, piskiirtmeli kurutma islemi sirasinda
gerceklesen lezzet kayiplari gibi kimi teknik sorunlarla da peynir tozu {iretiminde

karsilagilmaktadir.

2.3. Enzim Modifiye Peynir

Bu dogal lezzet katkilar1 igerisinde enzim modifiye peynir (EMP) son yillarda yaygin olarak
kullanilmaya baglanmistir. EMP, peynir lezzetinin gelistirilmesi/yogunlastirilmasi veya baska
ifadeyle olgunlagma siiresinin kisaltilmasi igin taze peynirin proteolitik ve lipolitik enzimlerle
islenmesi sonucu tiretilen iiriindiir (Erbay vd. 2016). EMP’de, hammadde olarak taze peynir
veya pihtt kullanilmakta ve olgunlasma siireci kontrollii kosullarda taklit edilmektedir. Bu
yontemle olgun peynir kullanmina olan bagimlilig1 ortadan kaldirmakla beraber, olgun peynir
kullanimindan kaynaklanan sorunlar da asilabilmektedir. Bu sekilde olgun peynirde bulunan
lezzetin 15-30 kat daha yogun halini, 1-7 giin siiren bi islem ile elde edilebilmektedir
(Kilcawley vd., 1998; West, 2007). EMP igeriginde serbest aminoasit, peptit, serbest yag asidi
gibi katabolik iirlinler bulunurken, kalinti1 enzim aktivitesi bulunmamaktadir (Hannon vd.
2006). EMP iiretiminde emiilgator veya stabilizor olarak mono/digliseritler, fosfatlar, sitrik
asit ve/veya ksantan gam kullanilabilmekte; formiilasyona antioksidan olarak tokoferol gibi
yagda ¢oziinen vitaminler ilave edilebilmektedir (Law, 2010). Lezzete olan etkisi dolayisiyla,
iiretim asamasinda bilesime krema ve eksta tereyag eklenebilmektedir. Lezzeti gelistirmek
amactyla liretim agsamasinda maya ekstrakti, tuz, organik asitler, monsodyum glutamat veya
starter kiiltiir ekstraktlar1 da kullanilabilmetedir (Kilcawley vd.1998; Wilkinson vd.,2011).
Literatiirde EMP ile ilgili yapilan calisma sayis1 ¢ok azdir. Piyasadaki ticari EMP’lerin

arastirildigr calismalarda, ayni firmalara farkli zamanlarda {retilen iiriinlerde belli bi standart
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kalitenin elde edilebildigi; fakat farkli firmalar arasinda iiretimi yapilan ve ayni peynir
lezzetini tagidig1 belirtilen EMP’lerin hem biribirinden farkli hem de temsil ettigi olgun
peynirlerden ¢ok fazla farklilik gosterdigi belirenmistir (Kilcawley vd. 2000; Hulin-Bertaud
vd.,2000). EMP’lerinde lezzetini etkileyen belli bagsli faktdrler vardir. Bunlar arasinda;
hammadde olarak kullanilacak olan taze peynirin 6zellikleri, liretim teknigi, islem kosullar
veya lezzet lizerinde etkili oldugu diisiiniilen baz1 anahtar bilesiklerin {iretilmesi agsamasinda
bazi 0zel islemlerin uygulanmasi ve bu bilesiklerin disardan ilave edilmesini

sOyleyebilmekteyiz (Kilcawley vd., 1998; Erbay vd., 2021).

Cheddar EMP’leri incelendiginde, ¢ok farkli oranlarda laktik asit ve asetat belirlenmistir.
Bunun nedeni olarak ise baz1 6rnekler icin hammadde olarak kullanilan Cheddar peynirlerinin
arasindaki farkliliktan kaynaklanabilecegi gibi kimi orneklerde ise bu bilesiklerin disardan
ilave edilmesinden dolay1 olabilecegi belirtilmistir (Kilcawley vd., 2001). Bazi ticari Cheddar
EMP’lerinde propiyonat saptanmistir bunun sebebi olarak hammaddeye ilave edilen Isvigre

tipi peynirlerin olabilecegi iddia edilmistir (Kilcawley vd., 2001).

Baska bir calismada ise Parmesan lezzetine sahip olan EMP’lerde ¢ok yiiksek miktarda asetik
asite rastlanmig bunun nedeni olarak Parmesan peynirinin karakteristik lezzetinde etkili olan
bilesigin iiretim siirecince disardan ilave edildigi fikrine varilmistir (Erbay vd., 2018; Salum

vd., 2019).

Ulkemizde iiretilen ve mavi damarli peynir lezzetine sahip bir ticari EMP’nin bilesim ve
ucucu bilesik analizleri sonuglarindan hareketle; tiretimde hammadde olarak taze peynir veya
pithtinin degil, kremanin kullanildig1 ve iiretimlerinde hedeflenen lezzetin elde edilmesinde
kiiflerden yararlanildigi gosterilmistir (Salum vd., 2019). Yine iilkemizde iiretilen keg¢i peyniri
lezzetine sahip EMP’nin iiretiminde, 6zgiin lezzetin olusumu i¢in yiiksek siddette 1s1l islem
uygulandigi, iirlinde saptanan 1si1l islem kaynakli ugucu bilesiklerle anlasilmistir (Erbay vd.,

2018; Salum vd., 2019).

EMP iiretimi temelde 3 farkli yontemle gerceklestirilebilmektedir;
1. Tek hammadde de, tek asamada proteoliz ve lipoliz
2. Farkli hammaddeler de ayr1 ayr proteoliz ve lipoliz
3. Tek hammaddede iki asamada, sirasiyla proteoliz ve lipoliz

(Moskowitz ve Noelck, 1987; Kilcawley vd., 1998; Wilkinson vd., 2011; Erbay vd., 2021).

20



Bu yontemler igerisinde uygulamasi c¢aligilmis tek yontem iki asamali {iretim teknigidir. Bu
yontemde, taze peynir kontrollii kosullarda, 6nce proteolize ugratilmakta, proteoliz sonucu
enzimatik aktivite 1s1l islemle durdurulmakta, sonrasinda ise {irlin lipolitik enzimlerle
islenmekte ve en sonunda tekrar bir 1sil islemle enzimatik aktiviteler sonlandirilmaktadir
(Kilcawley vd., 2006; West, 2007). Bu yontemle tek hammadde ile ¢ok farkli peynir
lezzetlerine ulasabiliriz. Aym1 zamanda asamali olarak gerceklestirdigimiz islemlerle,
enzimatik reaksiyonun kontrolii ve hedefledigimiz {iriiniin tiretim kosullarinin 6ngdriilmesine
olanak saglamaktadir. Asamalarin ayr1 ayr1 optimizasyonu ve siirekli iiretim sisteminin
tasarim1 da yapilabilmektedir. Bu yontemin literatiirdeki ilk kullanimi Kilcawley vd.
tarafindan gerceklestirilmis ve bir makale dizisi olarak 2000-2006 yillar1 arasinda
yaymlanmistir (Kilcawley vd. 2000, 2001, 2006; Hulin-Bertaud vd., 2000). Bu calismada
Cheddar lezzetine sahip ticari EMP’lerin 6zellikleri incelenmistir. Bu EMP’ler arasinda
duyusal o6zellikleri en uygun olani secilmis ve bu EMP’nin 6zelliklerine en yakin olant “2
asamali iiretim teknigi” ile {iretilmeye ¢alisiimistir. Uretimde kullanilabilecek uygun enzimler
ve inkiibasyon kosullar1 belirlenmistir. Hemen hemen ayni yontemi kullanarak, soya siitii ve
inek siiti karisimindan, genel bir peynir lezzetine sahip EMP iiretimi Ali vd. (2017a)
tarafindan gergeklestirilmistir. EMP iiretiminin ve EMP tozu iiretiminde piiskiirtmeli kurutma
isleminin optimizasyonu amacl ¢esitli ¢alismalar da yapilmistir, ancak belirlenen modellerin
istatistiksel uygunlugu tartismali oldugundan ve c¢alisma sonuglarinin dogrulamalari
yapilmadigindan ¢ok giivenilir sonuglar elde edilmemistir (Amighi vd., 2013; Amighi vd.,
2016; Ali vd., 2017b). Ticari olarak piyasada bulunmayan, olgun beyaz peynir lezzetine sahip
EMP iiretimi ve liretim kosullarinin optimizasyonu (istatistiksel ve deneysel dogrulamalari ile

birlikte) yapilmistir (Erbay vd., 2018; Salum vd., 2019; Bas vd., 2019; Kendirci vd., 2020).

EMP iiretimi enzimatik reaksiyonlarla gerceklestirilir. EMP iiretimde proteaz, peptidaz, lipaz
ve esteraz enzimleri kullanilmaktadir ve bunlarin hemen hemen hepsi hayvansal ya da
mikrobiyal kokenlidir (Wilkinson vd., 2011). EMP {iretimde kullanilan proteazlar genelde
mikrobiyal kokenli ve Bacillus, Aspergillus ile Rhizomucor kaynaklidir (Azarnia vd., 2010;
Wilkinson vd., 2011; Kilara ve Chandan, 2011). Yaglarin enzimatik modifikasyonu lipaz ve

esterazlarla saglamir. Istenilen peynir lezzeti eldesi igin uzun ve kisa serbest yag asitleri
arasindaki belli bir oranda denge olmali ve bundan dolayr enzim olarak esteraz-lipaz
karisiminin kullanilmast dnerilmektedir (Wilkinson vd., 2011; Kilara ve Chandan, 2011).

Istenilen peynir lezzeti elde edilmesindeki etken lipoliz ve proteoliz iiriinleri belirgin bir etken
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olurken, istenilen tiirlerde ve oranlarda iiretilmediklerinde lezzet igerikli sorunlara neden
olurlar. EMP’nin {iretiminde yasanilan biiylik sorun budur (Kilcawley vd., 2001; Wilkinson
vd., 2011). EMP’de olgun peynirler iiretiminden 4 kat daha ¢ok serbest aminoasit ile peptit
olusumu vardir. Fakat fazla proteoliz, peynirin olgunlasmasinda bilindigi gibi, ac1 tat veren
maddelerinin olusmasimma neden olabilir (Topgu, 2004). Bu aciliktan genellikle, 3-15
aminoasite sahip olan, B-kazein tarafindan tiiretilmis, hidrofobik olan aci1 peptitler sebep
olmaktadir. Aciliga neden olan peptitlerin hidrolizinde daha ufak aminoasitlere ve peptitlere
pargalanmasiyla aci tat azaltilmaktadir. Ayriyeten ortama glutamik asit ya da olgun peynir
eklenmesi aci1 tadin azaltilmasina yardim etmektedir (Habibi-Najafi ve Lee, 2007; Wilkinson
vd., 2011). Literatiire baktigimizda, proteoliz {iriinlerinin neden oldugu aciligi EMP
tiretiminde ortadan kaldirmak {izere yapilan bir¢cok caligma bulunmaktadir (Park vd., 1995;

Habibi-Najafi ve Lee, 2007; Sudhir vd., 2010; Azarnia vd., 2010; Kumar vd., 2013).

Son zamanlarda EMP iiretim ¢alismalarinda starter kiiltiir kullanim denemeleri yapilmaktadir.
Buna yonelik ¢alismalarda, EMP iiretimi i¢in kiif kullanimi (Aspergillus niger ve Aspergillus
oryzea) (Moosavi-Nasab vd., 2010) ile 1s1l sokla zayiflatilmis Lactobacillus helveticus DPC
4571 kullanimi (Lee vd., 2007) yapildigi calismalar goriilmektedir. EMP iiretim ¢aligmasinda
literatiirde goriilen starter kiiltiir kullanilan ¢alismalar olduk¢a azdir (Wilkinson vd., 2011;
Erbay vd., 2021).

EMP’nin gida formiilasyonlarinda ¢ok farkli iirlinlere katildigr bilinmektedir (Kilcawley vd.,
1998; Soccol vd., 2007; Hannon vd., 2006). Literatiirde peynir olgunlagsmasini hizlandirmak
amaciyla (Hannon vd., 2006), az yagli Cheddar iiretiminde (Farkye ve Arnold, 2008; Amelia
vd., 2013), az yagl eritme peyniri iiretiminde (Hassan vd., 2007), eritme peyniri {iretiminde
(Habibi-Najafi vd., 2010), az ve ¢ok yaglh krema peyniri liretiminde (Miri ve Habibi-Najafi,
2011) ve taklit peynir iiretiminde (Noronha vd., 2008a, 2008b) EMP kullanimi ile ilgili

calismalar bulunmaktadir.

2.4. Enzim Modifiye Peynirde Saghk

EMP’nin iiretimi sirasinda, siit proteinlerinin ve yagiin enzimatik hidrolizi sonucunda ¢esitli
peptitler, serbest amino asitleri ve serbest yag asitleri (SYA) meydana gelir. Olusan bu
bilesiklerin fonksiyonel ve sagligi destekleyici 6zellikleri goriilmiis ve bilimsel ¢alismalarda

kendine yer bulmustur. Bu kapsamda en dikkat c¢eken bilesenler biyoaktif peptitlerdir.
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Biyoaktif peptitler, bulunduklar1 protein yapisi igerisinde inaktif haldeyken, proteinlerin
proteolitik enzimler ve kosullarla pargalanmasi sonucu ortaya ¢ikmakta ve hormon benzeri
ozellikleriyle ¢ok ¢esitli fizyolojik etkiler gosterebilmektedirler. Genellikle, 2-20 aminoasit
kalintis1 igeren, diisiik molekiil agirligina sahip bu molekiiller, yapisal 6zelliklerine, aminoasit
bilesimine, dizilimine ve yiikiine bagli olarak cesitli biyolojik 6zellikler gostermektedirler
(Kimik ve Giirsoy, 2002; Korhonen ve Pihlanto, 2003; Giir vd., 2010; Semen ve Altintas,
2015; Marciniak vd., 2018; Ay ve Sanli, 2018). Biyoaktif peptitler agisindan en 6nemli
kaynak siit ve yumurtadir, ancak ette ve bitkilerde biyoaktivite gosterebilen proteinler
mevcuttur (Korhonen ve Pihlanto, 2003). Siit proteinlerinden iiretilen biyoaktif peptitlerin
agi1z yolu ile alinmasinin kalp-damar, sindirim, endokrin, bagisiklik, sinir sistemi gibi vucut
sistemleri lizerinde etkili oldugu goriilmiistiir (Clare ve Swaisgood, 2000; Korhonen, 2009;
Unal vd., 2018). Siit iiriinleri icerisinde ise, peynir basta olmak iizere, fermente siitlerde
biyoaktif peptitler bulunmaktadir (Korhonen, 2009). Siit iriinlerindeki biyoaktif peptit
iceriginin gerceklesen proteoliz diizeyi ile iliskili oldugu belirtilmekte ve siit {riinleri
icerisinde en yliksek miktarda biyoaktif peptide olgun peynirlerde rastlanmaktadir.
Peynirdeki olgunlasma ile genellikle biyoaktivite artmis, ancak belirli bir diizeydeki
olgunlagma sonrasinda bu aktivitede azalmalar saptanmistir (Korhonen ve Pihlanto, 2003;
Korhonen, 2009; Otag ve Hayta, 2013). Bu azalmanin nedeni olarak olusan biyoaktif
peptitlerin, olgunlasma siiresince devam eden proteolizle pargcalanmalar1 ve aktivitelerini
kaybetmeleri. Buradan yapacagimiz ¢ikarimla, bir gida {iriiniinde biyoaktif peptitlerin varlig
potansiye bir Onem tasimakla beraber, esas Onemli olan, gidadaki biyoaktif peptitlerin
viicuttaki hedef organlara ulasabilmesidir. Bu anlamda, gidanin sindirim sistemindeki siireci
de énemlidir. Insan, sindirim sistemindeki proteoliz sonucu, tiiketilen gidanin biyoaktif peptit
icerigi artabilecegi gibi igerik azalabilir de. Dolayisiyla, biyoaktifce zengin gidalarin
aktivitelerinin degerlendirmesi yapilirken, sindirim sisteminde gegcirdigi siirecinde goz ardi
edilmemesi gerekir.

EMP iiretimi sirasinda ¢ok yiliksek diizeyde proteoliz gerceklesmekte ve bunun sonucu
olarakta insan vucudunda cesitli fizyolojik islevler gosteren biyoaktif peptitler olusmaktadir.
Haileselassie vd. (1999) yaptiklar1 calismada, EMP {iretiminde bir endopeptidaz olan
Neutrase enziminin kullanilmasi ile opioid 6zellikteki peptitlerden olan B-kazomorfinlerin
olustugunu belirlemislerdir. Ancak, bu peptitlerin proteolize, 6zellikle de ekzopeptidaz

aktivitesine kars1 direngli olmadiklar1 goriilmiis ve bir ekzopeptidaz olan Debitrase veya
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Lactobacillus casei’den elde edilen bir peptidaz karisiminin kullanimi ile pargalandigini
saptamislardir (Haileselassie vd., 1999). Bu par¢alanma sonucunda ise yliksek antihipertansif

aktiviteye sahip peptitlerin olustugu belirlenmistir (Haileselassie vd., 1999).

Kardiyovaskiiler hastalikta en biiyilik risk faktorii hipertansiyon oldugundan, antihipertansif
peptitler 6nemli ve arastirilan bir konu haline gelmistir (De Leo vd., 2009). Biyoaktif
bilesenlerin antihipertansif potansiyellerinin analizinde en yaygin kullanilan yontem, biyoaktif
bilesenlerin anjiyotensin-doniistiiriicii enzim (ACE) inhibe etme diizeylerinin saptanmasina
dayanir. EMP’lerin antihipertansif potansiyellerinin belirlenmesine dair literatiirde yapilan
caligmalardan ilki Suzuki vd. (2007) tarafindan yapilmigtir. EMP iiretiminde farkl
ekzopeptidaz ve endopeptidaz enzimlerinin kullanrak yiiksek ACE inhibisyon aktivitesine
sahip bir EMP elde edilmeye ¢alisilmistir. Uretilen EMP’nin ise hipertansif siganlarin kan
basincini diisiirdiigii in vivo olarak saptanmistir. Devaminda ayni arastirma grubunun yaptigi
caligmalarda, yiiksek ACE inhibisyon aktivitesine sahip iki farkli peptit EMP'den izole
edilmis ve amino asit sekanslart1 (Leu-Gln-Pro ve Met-Ala-Pro) tanimlanmistir. Bu
peptitlerden ilki daha dncesinde a-zein’in thermolysin ile hidrolizi sonucu olustugu saptanmis
olan ve yiikksek ACE inhibisyon aktivitesi bilinen bir peptitken, ikincisi ilk kez izole edilmis
bir peptittir. Bu durumdan hareketle, ilk kez izole edilmis olan Met-Ala-Pro peptidinin
hipertansif sicanlardaki etkileri incelenmis ve Onemli antihipertansif etki tespit edilmistir
(Tonouchi vd., 2008). Bu caligmalar, EMP’lerde antihipertansif etkisi yliksek farkli biyoaktif

peptitlerin olusabilecegini ve EMP’lerin bu ac¢idan da incelenmesi gerektigi gostermistir

Besin alerjisi ve enflamatuar bagirsak hastaliklarin1 6nlemenin etkili bir yolu bagirsak bariyer
fonksiyonunun giiclendirilmesidir. EMP'de bulunan peptitlerin, bagirsaktaki alerjen
gecirgenligini inhibe etme potansiyelinin oldugu ¢esitli calismalarla saptanmistir (Tanabe vd.,
2006; Isobe vd., 2008; Yamasaki ve Mitsuyama, 2014). Yapilan calismalar sonucunda,
EMP'deki as2-kazeinden elde edilmis bir peptidin, Caco-2 hiicre modelinde temsili bir gida
alerjeni olarak ovalbumin gegirgenligini engelledigi (Tanabe vd., 2006) ve bazi EMP'lerin,
alerjen gecirgenligini inhibe ederek gida alerjisinin onlenmesi i¢in potansiyel olarak faydali

oldugu in vivo olarak saptamistir (Isobe vd., 2008; Yamasaki ve Mitsuyama, 2014).
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EMP’lerin antimikrobiyal etkileri, 6zel olarak da antibotulinal etkileri {izerine bazi ¢aligsmalar
yapilmistir. Eritme peynirlerindeki en 6nemli mikrobiyal risk, 1siya dayanikli, spor olusturan
patojenlerin tirettigi toksindir ve bu kapsamdaki hedef organizma Clostridium botulinum'dur.
Eritme peyniri iiretiminde EMP ilavesinin antibotulinal etkisini degerlendirmek icin
calismalar yapilmis ve EMP kullanimi ile yagsiz eritme peynirlerindeki toksin {iretiminin
geciktirildigi saptanmistir. Eritme peynirlerindeki yag igeriginin artisi ile antibotulinal etki
azalirken, eritme peynirinin su aktivitesi ve pH degerleri EMP ilavesinden kaynaklanan
antibotulinal etki {izerinde anlamli bir farkliliga neden olmamistir (Glass ve Johnson, 2004a,
2004b, 2004c). Bu calismalar1 yapan arastirmacilar, saptanan antimikrobiyal etkinin
nedeninin, EMP igerisinde bulunan SYA’lerinin (6zellikle de kaprik ve laurik asitler)
antimikrobiyal 6zellikleri oldugunu diisiinmiislerdir. Bu ¢alismalarda farkli lezzetlerdeki ticari
EMP’ler kullanilmis ve sadece mavi damarli peynir lezzetine sahip EMP’de bu tip bir etki
saptanmamustir. Mavi damarli peynir lezzetindeki EMP’lerin iiretiminde proteoliz genellikle
kullanilmamakta, hatta siklikla pihtt veya taze peynir yerine kremadan {iretim
gerceklestirilmektedir. Yani bu tip EMP’lerde protein icerigi ve protein parcalanma iirlinleri
cok azdir. Dolayistyla, EMP’lerde saptanan bu antimikrobiyal etkinin ve bu etkinin mavi
damarli peynir lezzetine sahip EMP’lerde goriilmemesinin nedeninin, EMP icerigindeki
SY A’lerinden ziyade biyoaktif peptitler olmasi ¢cok muhtemeldir. Ancak, bu konuda herhangi

bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Literatiirdeki calismalara  bakildiginda, EMP’lerin iiretim siirecindeki enzimatik
reaksiyonlarin sonucunda biyoaktif 6zelliklere sahip bilesenlerin olugmasi potansiyel olarak
miimkiinken, bu biyoaktif potansiyelin niteligi ve dilizeyine dair c¢aligsmalarin ¢ok sinirlt
kaldig1 goriilmektedir. EMP’lerin antihipertansif, antialerjen ve antimikrobiyal etkilerine dair
birka¢ calisma vardir, ancak bu calismalarin derinlestirilmesi gereklidir. Bununla beraber,
antidiyabetik ve antikanser aktivitesine dair hi¢bir ¢aligma bulunmamaktadir. EMP’nin
antioksidan aktivitesinin belirlenmesi hedefiyle yapilmis bir caligmaya da yazarlar
rastlamamustir. Ek olarak, biyoaktivitenin uygun sekilde degerlendirilebilmesi i¢in, sindirim
stireglerindeki degisimlerin de dikkate alinmas1 dogru olacaktir, ancak literatiirde bu tip bir
calismayla karsilagilmamaktadir. Bu ¢aligmada, olgun beyaz peynir lezzetine sahip EMP’nin
biyoaktif 6zellikleri ve bu 6zelliklerin {iretim siirecinde degisimi in vitro sindirim dncesi ve

sonrasinda incelenmistir.
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Bu sekilde hem firetilen EMP’nin biyoaktif ozellikleri belirlenmis, hem iiretim siirecinde
biyoaktivitedeki degisimler incelenmis, hem de tiim bu kosullarda in vitro sindirim siireci

sonrasi biyoaktif 6zelliklerdeki degisimler analiz edilmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Malzeme

EMP {iretimlerinde, hammaddede olarak kullanilmak {izere geleneksel yontemle starter kiiltiir
kullanilmaksizin, inek siitii ile olgunlagtirilmak tizere tiretilmis beyaz peynir kullanimustir.
EMP {iretiminin ilk agsamasinda hammadde olarak kullanilan beyaz peynir eritme peynirine
dontstiiriilmektedir. Eritme peyniri iiretiminde eritme tuzu olarak Sigma-Aldrich’den
(Darmstadt, Almanya) satin alinmis olan sodyum sitrat ile sodyum fosfat ve koruyucu olarak

potasyum sorbat kullanilmistir.

EMP iiretiminde proteoliz asamasinda birisi endopeptidaz, digeri ise ekzopeptidaz olan 2
proteolitik enzim kullamldi. Bu proteolitik enzimlerden endopeptidaz olani1 Neutrase ™’dir ve
Novozymes’dan (Kopenhag, Danimarka) tedarik edilmistir. Ekzopeptidaz olarak ise
Biocatalysts’ten (Cardiff, Galler) satm alman Flavorpro'™ 937MDP kullanilmistir. Lipoliz
asamasinda ise yine Biocatalysts’ten (Cardiff, Galler) satin alinan Lipomod™ 801MDP

kullanilmustir.

Neutrase'™: Bacillus amyloliquefaciens kaynakli nétral bir endopeptidazdir. Bu enzimin
optimum ¢alisma sicaklik araligir 40-50 °C, optimum c¢alisma pH’s1 7°dir. Enzimin aktivite

degeri 0.8 AU (Anson unit/g)’dir.

Flavorpro™ 937MDP: Aspergillus oryzae kaynakli bir 16sin aminopeptidazdir. EMP
iiretiminde acilasmanin kontrol edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Optimum ¢alisma pH’s1
5-7 iken, optimum c¢alisma sicakligr 45-55 °C araligindadir. Bu enzimin EMP {iretiminde

onerilen kullanim miktar1 %0.05-0.10 w/w peynirdir.

Lipomod™ 801MDP: Karma bir fungal lipaz olup, pankreatik lipaz 6zellikleri tagimaktadir.
Aktivitesi 3900 U/g (Substrat: tribiitirat) olarak belirtilmistir. Optimum pH’s1 5-7, optimum
calisma sicaklik aralig1 40-50 °C’dir. Calisma kapsamindaki kullanim miktar1, peynir bazinda
% 0.1°dir. Enzimin keskin serbest yag asidi lezzetleri ile bir miktar tatli, bulyonumsu ve

kiikiirt lezzet notlar1 ile karakterize oldugu belirtilmektedir
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3.2. Yontem

3.2.1. EMP Uretimi
“lki asamal1 iiretim teknigi” ile olgun beyaz peynir lezzetinde EMP iiretim prosediirii,

TUBITAK 3501 programi kapsaminda yiiriitiilen ve sonuglandirilan bir projede belirlenmistir
(Erbay vd., 2018). Tez calismasinda ise, belirlenmis olan bu iki asamali iiretim teknigi
kullanilmistir ve iiretimin 4 farkli asamasindan 6rnek alinarak analizler gergeklestirilmistir

(Sekil 3.1).

Uretim prosediiriinde, ncelikle, homojen yapida ve ¢alkalamali inkiibatorde, 45 °C’de, 48
saat boyunca stabilitesini kaybetmeyen, %25 kuru maddeli eritme peyniri elde edilmistir.
Bunun i¢in, peynir bazinda %2 trisodyum sitrat, %1 trisodyum fosfat ile %0.2 potasyum
sorbat tartilmis ve hammadde olarak kullanilan peynirle hedeflenen kuru madde oranina goére
hesaplanan miktardaki beyaz peynir Thermomix cihazinda (TM31, Vorwerk, Wuppertal,
Almanya) 4000 rpm’de 45 saniye ile 7000 rpm’de 105 saniye karistirilmis, eritme tuzlari saf
suda ¢oziindiiriilmiis sekilde ve 80 °C’ye 1sitildiktan sonra karigimin {izerine ilave edilmistir.
Icerik Thermomix cihazi ile 4000 rpm’de karistirilmis, bulamacin sicakligi 80 °C’ye
ulastiktan sonra ise karigtirma hizi 7000 rpm’e yiikseltilerek, 10 dakika siireyle karigtirma
islemine devam edilmistir. Elde edilen eriyik, borosilikat siselere alinmis ve akan su altinda
hizli bir sekilde 45 °C’ye sogutularak, icerisine belirlenmis ticari proteolitik enzimler
belirlenmis oranlarda ilave edilmis (Neutrase™ enzimi peynir bazinda %0.01 ile Flavorpro™
937 MDP enzimi peynir bazinda %0.05), sonrasinda ¢alkalamali inkiibatérde 45 °C’de 12 saat
inkiibasyona/proteolize birakilmistir (Bas vd., 2019). 12 saatin sonunda Ornekler otoklavda,
80 °C’de 15 dakika pastorize edilerek proteolitik hidroliz durdurulmustur. Daha sonrasinda
ornekler akan su altinda, hizla 45 °C’ye sogutulmus, igerisine belirlenmis olan ticari lipolitik
enzimden belirlenmis oranda ilave edilmis (Lipomod™ 801MDP enzimi peynir bazinda
%0.1) ve calkalamali inkiibatorde 45 °C’de 48 saat inkiibasyona/lipolize birakilmistir
(Kendirci vd., 2020). inkiibasyon sonucunda 6rnekler son kez otoklava alinmis ve 80 °C’de
15 dakikalik bir 1s1l islemle pastorize edilerek, igerisindeki enzim aktiviteleri tamamen
durdurulmustur  (Erbay vd., 2018). EMP diretimleri 2 tekrarli olacak sekilde
gergeklestirilmistir.
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Taze beyaz peynir

Pargcalama/Ufalama

Eritme tuzlan . * .

Su Eritme Iglemi
(Isitma-Karigtirma)

Koruyucu *

Sogutma

Eritme peyniri

Neutrase : +o
Flavorpro 937MDFD_> Proteoliz (41 C, 12 saat)

Pastorizasyon (80 °C, 15 dk)

Sogutma

Proteolize peynir
konsantresi

Lipomod so1MDP>—> Lipoliz (45ic, 48 saat)

Pastoérizasyon (80 °C, 15 dk)

Sogutma

Enzim Modifiye Peynir

........ # Analizler

........ - Analizler

........ # Analizler

........ # Analizler

Sekil 3.1: Tez ¢alismasinda kullanilan EMP iiretim ve analiz akis semasi.

3.2.2 Analiz yontemleri

3.2.2.1. Bilesim analizleri

Hammadde olarak kullanilan taze peynirde, eritme islemi ile elde edilen eritme peynirinde,

proteoliz sonrasi lretilen ara iiriinde (proteolize peynir konsantresi) ve iiretilen EMP’de

bilesim o6zellikleri belirlenmistir. Orneklerin nem orani gravimetrik yontem ile (AOAC,

2012a), yag orani Gerber-Van Gulik yontemi ile (AOAC, 2012b; Funke-Gerber, 2018),

protein orami i¢in toplam azot (TA) miktar1 ise Kjeldahl yontemi ile (AOAC, 2012c)

belirlenmistir. Orneklerin pH degerleri pH/Iyon metre (Mettler Toledo Seven Compact) cihazi

ile 6l¢iilmiistiir.
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3.2.2.2. Coziiniir azot fraksiyonlarimin olgunlasma indeksi analizleri belirlenmesi ve
olgunlasma indeksi analizleri
Peynirde olgunlagsma diizeyinin belirlenmesinde onemli bir 06l¢ii, proteinlerin hidroliz

oranidir. Hidroliz siirecinde proteinler peptitlere ve aminoasitlere parcalanirken,
par¢alanmanin diizeyi orneklerdeki ¢oziiniir azot fraksiyonlarinin oranlarinin belirlenmesi ile
saptanabilir. Bu diizeyin belirlenmesi amaciyla EMP iiretim asamalarinda incelenen
orneklerdeki toplam azot (TA) miktarinin yani sira, suda ¢oziiniir azot (SCA), %12’lik
trikloroasetik asitte (TCA) c¢oziiniir azot (TCA-CA) ve %S5’lik fosfotungustik asitte (PTA)
¢Oziiniir azot (PTA-CA) miktarlar1 belirlenir. Kazein pek ¢ok ¢dzgende ¢oziinmezken,
kazeinin hidroliz tirtinleri molekiil boyutuna bagl olarak gesitli ¢ozgenlerde ¢oziinmektedir
(McSweeney ve Fox, 1997). Orneklerin SCA, TCA-CA ve PTA-CA miktarlarinin
belirlenmesinde Biitikofer vd. (1993)’te aciklanan yontemden yararlanilmistir. Yontemin
uygulamasinda kimi modifikasyonlar yapilmistir ve uygulanan yontemlerin ayrintilari asagida

verilmistir.

3.2.2.2.1. SCA tayini
20 g ornek ile 40 °C’de 20 mL saf su bir behere alinmis ve karisim 6nce Ultra-Turrax ile

10000 rpm’de 1 dakika homojenize edilip, sonrasinda 1 dakika serbest halde birakilip, ayni
kosullarda 1 dakika daha Ultra-Turrax ile karistirilmistir. Homojenat 1 saat boyunca 40 °C’de
tutulmus ve ornekler 4 °C’de, 3000 g’de, 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 iistte
biriken yag boliimii bir spatiil ile alinmis, kalan s1vi kistm cam yiiniinden geg¢irilip, Whatman
No.113 filtre kagidi ile filtre edilmistir. Filtre edilen kisimda Kjeldahl yontemi ile azot tayini
yapilarak SCA miktar1 hesaplanmustir.

3.2.2.2.2. TCA-CA tayini
5 mL SCA ekstraktt ile 5 mL %?24’lik TCA kanstirilmis ve bu sekilde %12’lik TCA

hazirlanmistir. Sonrasinda silispansiyon karistirilmis, oda sicakliginda 2 saat bekletilmis ve
Whatman No.540 filtreden siizlilmiistiir. Siiziintliniin igerigindeki toplam azot miktari, yine

Kjeldahl yontemi ile belirlenerek hesaplanmaistir.

3.2.2.2.3. PTA-CA tayini
5 mL SCA ekstrakti, 3.5 mL 3.95 mol/L’lik H,SO, ¢ozeltisi ile ve 1.5 mL 330 g/L’lik PTA

coOzeltisi ile karistirllmistir. Karisim gece boyunca 4 °C’de bekletilmis, sonrasinda Whatman
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No.542 filtreden siiziilmiistiir. Siiziintliniin toplam azot icerigi Kjeldahl yontemi ile

belirlenmistir.

3.2.2.2.4. Proteolitik olgunlasma indeksi hesaplamalari
Elde edilen ¢oziiniir azot fraksiyonlarmin TA miktarina oranlanmasiyla cesitli indeksler

olusturulmustur ve bu indeksler proteoliz temelli peynir olgunlasmasinin diizeyinin
belirlenmesinde kullanilmigtir. Bu tez calismasi kapsaminda, olgunlasma uzama indeksi
(OUI) SCA/TA orantyla (SCA, %azot cinsinden); olgunlasma yogunluk indeksi (OYT) TCA-
CA/TA orantyla (TCA, %azot cinsinden); serbest amino asit indeksi (SAI) ise PTA-CA/TA
oraniyla (PTA, %azot cinsinden) hesaplanmistir (Pereira vd., 2008):

Olgunlasma Uzama Indeksi (OUI) = SCA/TA x 100 (1)
Olgunlasma Yogunluk indeksi (0Y1) = e CA/TA x 100 (2)
Serbest Amino Asit Indeksi (SAI) = PTASy CA/TA X 100 (3)

3.2.2.3. Toplam peptit miktarinin belirlenmesi
Calismada orneklerdeki peptit miktarlar1 ile biyoaktivite arasinda iligkilerin kurulabilecegi

diistiniilerek Orneklerin toplam peptit miktarlar1 analiz edilmistir. Bilindigi {izere, o-
fitaldialdehit (OPA) bilesigi, proteinlerin amino gruplariyla bag yapma egilimindedir.
Ortamda B-merkaptoetanol bilesigi de bulundugu durumda OPA ve amino gruplarinin
olusturdugu kompleks 340 nm’de absorbans vermektedir. Ortamda bulunan amino grubu
sayisi ile 340 nm’deki absorbans artar. Protein yapisi parcalandikca OPA ile reaksiyon
verebilen amino grubu sayisi da artar. Bu sekilde, proteoliz diizeyine dair fikir elde edilir. Bu
reaksiyon pH 9.0’un {izerindeki kosullarda kararli sonuglar verir. Bundan dolay1 ¢ozeltiler
borat tamponunda hazirlanir. Ayn1 zamanda bu reaksiyon ile 340 nm’deki absorbans ilk 1-1.5
dakika artarken, sonra 3.dakikaya kadar gorece kalici olur, daha sonra ise azalir. Dolayisiyla,
hassas oOlgiimler i¢cin 2 dakikalik inkiibasyon siiresine uymak gerekir (Church vd., 1983).
Orneklerin toplam peptit miktarmin belirlenmesinde Church vd. (1983)’de belirtilen
yontemden yararlanilmistir. Oncelikle OPA ¢dzeltisi hazirlanmistir. OPA  ¢dzeltisinin

hazirlanmasinda, 50 mL’lik balonjoje almip, icerisine 100 mM sodyum tetraborat
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cozeltisinden 25 mL ilave edilmistir. Sonrasinda, lizerine %20’lik sodyum dodesil siilfat
¢ozeltisinden 2.5 mL eklenmistir. Daha sonra 10 mL’lik bir beherde 40 mg OPA tartilmis ve
tizerine eklenen 1 mL metanolde ¢oziindiiriilmiistiir. Bu ¢ozelti de, balonjojeye aktarilmistir.
Beher igerigi, balon joje igerigi ile birka¢ kez yikanmistir. Balonjojeye P-merkaptoetanol
¢ozeltisinden 100 pL ilave edilmis ve igerik saf su ile tamamlanmistir. Bu OPA ¢ozeltisi
giinliik olarak hazirlanarak analizlerde kullanilmistir. Analiz i¢in, 6rneklerden elde edilmis
olan (Boliim “3.2.2.1. SCA tayini’nde elde edilen sekilde) suda ¢6ziiniir ekstraktlardan 50 pL.
spektrofotometre kiivetine alinmstir. Uzerine 1 mL OPA ¢ozeltisi ilave edilmis ve kiivet
icerigi pipetleme ile kanstirilmigtir. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibasyona birakilan
kiivetlerde olusan renk 340 nm’de Olglilmiis ve toplam peptit miktar1 tripton ile hazirlanan

kalibrasyon egrisinden hareketle hesaplanmistir.

3.2.2.4. Serbest yag asidi (SYA) bilesiminin ve miktarinin belirlenmesi
Siit yagindaki degisimlerin ve lezzet 6zelliklerinin belirlenmesinde, SYA bilesimi 6nemlidir.

Peynirlerin olgunlagmasinda da lipoliz 6nemli bir yer tutar ve lipoliz iiriinlerinin baginda SYA
gelmektedir. Calisma kapsaminda kullanilan peynirlerin, ara {iriinlerin ve iiretilen sivi/toz
EMP orneklerinin SYA analizleri gaz kromatografisi ile De Jong ve Badings (1990) ve Deeth
vd. (1983) tarafindan agiklanmis olan yontem esas alinarak belirlenmistir. Analizlerde alev
iyonizasyon dedektorlii (FID) gaz kromatografi (GC-FID) cihazi (7890A, Agilent
Technologies, Santa Clara, ABD) kullamlmistir. Oncelikle SYA’leri kat1 faz ekstraksiyonu
yontemi kullanilarak ekstrakte edilmis ve daha sonra ekstraktlar GC’ye enjekte edilerek analiz
edilmigtir. Analizlerde miktar hesaplamasinda i¢ ve dis standart yontemleri birlikte

kullanilmustir.

Peynirlerin olgunlagmasinda 6nemli bir yer tutan lipoliz, EMP iiretimindeki son agamadir.
Lipoliz iirinlerinin basinda SYA’leri gelmektedir ve siit yagindaki degisimlerle, lipoliz
diizeyinin ayrintili bir sekilde belirlenmesi/tartisiimast i¢in SYA bilesim ve miktarlarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Tez ¢aligma kapsaminda analiz edilecek Orneklerin SYA
analizleri gaz kromatografisi ile De Jong ve Badings (1990) ve Deeth vd. (1983) tarafindan
temel prensipleri verilmis olan ve EMP Orneklerinin analizinde kimi modifikasyonlariyla
Salum vd. (2019)’da ayrintil1 olarak agiklanan yontemle gergeklestirilmistir. Analizlerde alev
iyonizasyon dedektorlii (FID) gaz kromatografi (GC-FID) cihazt (7890A, Agilent
Technologies, Santa Clara, ABD) kullanilmistir. Oncelikle SYA’leri kat1 faz ekstraksiyonu
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yontemi kullanilarak ekstrakte edilmis ve daha sonra ekstraktlar GC’ye enjekte edilerek analiz
edilmistir. Cozgen olarak Hekzan/Dietileter (1:1, v/v), ekstraktaki suyu tutmak icin ise
NaySO,, ekstraksiyon asamasinda ise deaktive edilmis aliimina konulmus Biorad kolonlar
(aminopropil, kat1 faz ekstraksiyon) kullanilmistir. Ekstraktlarin enjeksiyonunda otomatik
ornek alma tnitesinden yararlanilmis, her bir ekstrakttan 0.5 pL GC-FID cihazina enjekte
edilmis ve split orani ise 1:5 olarak ayarlanmistir. Ayrim i¢in DB-FFAP kolonu (30 m x 0.25
pm x 0.25 mm, Agilent Technologies, Santa Clara, ABD) kullanilmis, firin sicakligi
baslangigta 90 °C olarak ayarlanip ve bu sicaklikta 1 dakika tutulup, ardindan 7 °C/dk artigla
240 °C’ye getirilip bu sicaklikta 15 dakika tutulmak suretiyle, 2 mL/dk sabit helyum akis
hizinda analiz gergeklestirilmistir. Enjeksiyon sicakligi 250 °C, FID sicakligi 260 °C’ye
ayarlanmigtir. Analizlerde miktar hesaplamasinda ise i¢ ve dis standart yontemleri birlikte
uygulanmistir. I¢ standart olarak pentanoik (Cs.), tridekanoik (Ci3.9) ve heptadekanoik (C,7.0)
asitler kullanilmigtir. Di1s standart yontemiyle de her bir SYA igin (butirik asit (Ca.o), kaproik
asit (Cego), kaprilik asit (Cs.g), kaprik asit (Cjo.), laurik asit (Ciz), miristik asit (Cjas.),
palmitik asit (Cje), stearik asit (Cis.), oleik asit (Cis.1), linoleik asit (Cis:2), linolenik asit
(Cis:3)) kalibrasyon egrileri hazirlanmigtir. Hesaplamalarda Ca.0-Cio0 arasindaki yag asitleri
icin i¢ standart olarak Cs., Cj2:0-Cia:0 yag asitleri i¢in Cyz9 ve Ci0-Cis:3 arasindaki yag

asitleri i¢in de C;7, i¢ standart olarak kullanilmistir.

3.2.2.5. Biyoaktivite analizleri
Calisma kapsaminda 6rneklerin in vitro sindirim Oncesindeki ve sonrasindaki biyoaktivite

ozellikleri incelenmigtir. EMP iiretim asamalarinda alinan 6rneklerin biyoaktivite 6zellikleri
belirlenirken, suda ¢oziiniir ekstraktlar1 hazirlanmis (Boliim “3.2.2.2.1. SCA tayini’nde elde
edilen sekilde) ve analizler bu ekstraktlarda gerceklestirilmistir. In vitro sindirim sonrasindaki
ozelliklerin analizinde ise, EMP iiretim agsamalarinda alinan Orneklerin kendileri in vitro
sindirim siirecine sokulmus ve ince bagirsak islemi sonrasinda alinan 6rneklerin biyoaktivite
Ozellikleri incelenmistir. In vitro sindirim siirecinde Ornege dahil olan bilesenlerden
(elektrolitler, enzimler vb) kaynakli biyoaktivite iizerinde olusabilecek etkilerin
degerlendirilebilmesi i¢in, o6rnek icermeyen sekilde in vitro sindirim siireci gergeklestirilmis

ve buradan alinan 6rnek kontrol olarak degerlendirilmistir.

33



3.2.2.5.1. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi
EMP iiretim asamalarinda alinan orneklerin suda ¢oziinen peptit ekstraktlarinin antioksidan

aktivitesi ii¢ farkli yontemle analiz edilerek degerlendirilmistir.

Serbest radikal siiplirme kapasitesi sonuglarinin degerlendirilmesinde troloks eslenigi
kullanilmistir. Bu yontemde, 6rneklerin suda ¢oziiniir ekstraktlarinin ABTS (2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiyazolin-6-sulfonik asit)) radikallerini notralize etme kapasiteleri 6l¢iilmiistiir. Re
vd. (1999) tarafindan tanimlanan ABTS serbest radikallerinin baglanma kapasitelerinin
Olciilmesi 0,1 mL 6rnek ¢ozeltisi ile 1,9 mL 7 mmol/L ABTS radikal ¢dzeltisinin (2,5 mmol/L
potasyum persiilfat icerisinde hazirlanmis) verdigi reaksiyonun 6 dakika boyunca kinetik
olarak 734 nm’deki absorbans degerinde meydana gelen degisimin Olciilmesiyle
belirlenmistir. Olgiimler goriiniir ve UV bolgede 6lgiim yapabilen bir spektrofotometre
(Agilent, Carry 60) ile gerceklestirilmistir. ABTS radikal ¢ozeltisinin baslangic absorbans
degeri 0.700 = 0.020 olacak sekilde pH 7.4 75 mmol/L tuzlu fosfat tamponu (150 mmol/L

NaCl iceren) kullanilarak ayarlanmistir.

DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil serbest radikali) kullanilarak gerceklestirilen antioksidan
aktivite 6l¢ctim yontemi Brand-Williams vd. (1995) ve Kim vd. (2002)’de anlatildig1 sekilde
yapilmistir. 0.1 mL 6rnek ¢ozeltisi 3,9 mL DPPH (0,06 mmol/L. metanol olacak sekilde
hazirlanmis) ile 30 dakika boyunca reaksiyona sokulmus ve ardindan ¢o6zeltinin 517 nm’de
absorbans Ol¢limii gerceklestirilmistir (Agilent Carry 60). DPPH c¢ozeltisinin baslangig
absorbans degeri 0.700 = 0.020 olacak sekilde 0.06 mmol/L. metanol kullanilarak
ayarlanmigtir. Ancak c¢alismada kullanilan suda ¢oziiniir ekstraktlar, alkol igerisinde
¢Oziiniirliiklerini kaybedip bulanikliga yol agmislardir. Bu sebeple dogru ve tekrarlanabilir
6l¢iim sonuclar elde edilememistir. Bundan dolayi, DPPH analizi yerine suda ¢oziiniir ABTS
katyon radikali kullanilarak yapilan analizlerle antioksidan aktivite degerlendirilmistir (Re

vd., 1999).

Orneklerin  demir iyonlarmi selatlama kapasiteleri de spektrofotometrik ydntemle
belirlenmistir (Carter, 1971). 2 mL uygun oranda seyreltilmis O6rnek ¢ozeltisi 0.1 mL 1
mmol/L FeCl,.4H,0 ¢ozeltisi ile karistirilarak 30 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan 0.1 mL

5 mmol/L ferrozin ilave edilerek karistirilmis ve 10 dakika daha inkiibasyona birakilmistir.
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Olusan renk spektrofotometrik olarak 562 nm’de 6l¢iilmiis ve sonuglar EDTA cinsinden ifade

edilmistir.

3.2.2.5.2. Antihipertansif aktivitenin belirlenmesi
EMP iiretim asamalarinda alinan 6rneklerin antihipertansif aktivitelerinin belirlenmesi igin,

anjiyotensin doOniistliriicli enzimi (angiotensin converting enzyme, ACE) inhibe etme
ozellikleri incelenmistir. Bu amacla, Shalaby vd. (2006)’de agiklanan yontem ile analizler
gerceklestirilmistir. Ilk olarak, 40 pL &rnek ¢dzeltisi Eppendorf tiiplerine alinmis ve {izerine
0.01 M tuzlu fosfat tamponu (pH: 7.0, NaCl konsantrasyonu: 0.5 M) igerisinde hazirlanmis
olan 40 pL 0.1 iinite/mL ACE ilave edilmistir. Karigim 15 dakika 37 °C’de inkiibe edilmis ve
ardindan tuzlu fosfat tamponunda hazirlanmis 600 pL 0.75 mM substrat ¢ozeltisi (FAPGG,
N-[3-(2-Furyl) acryloyl]-Phe-Gly-Gly) ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir. Reaksiyon 30
dakika boyunca 37 °C’de sirdiiriildiikten sonra, ornekler spektrofotometre kiivetlerine
aktarilmis ve lizerlerine 320 pL tampon ¢ozeltisi ilave edildikten sonra, bekletilmeden 340

nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

3.2.2.5.3. Antidiyabetik aktivitenin belirlenmesi
EMP fdiretim siirecinin farkli agamalarindan alinan Orneklerin antidiyabetik etkilerinin

incelenmesinde iki farkli yontemden yararlanilmistir. Bu kapsamda, 6rneklerin suda ¢6ziinen
ekstraktlarinin antidiyabetik aktiviteleri a-amilaz ve a-glukosidaz enzimlerinin aktivitelerinin

inhibe edilme diizeylerine gore belirlenmistir.

Calismada o-amilaz enziminin inhibisyonu Kim vd. (2004)’de aciklanan ydntemle
gerceklestirilmistir. Yontemde, a-amilaz enzimi igeren agiz benzeri bir ortam hazirlanmis ve
bu ortama substrat olarak nisasta ilave edilerek nisasta parcalanma iiriinlerinin miktari
belirlenmeye calisilmistir (Cam ve Igyer, 2015). Nisasta par¢alanma iiriinleri kapsaminda
belirlenen ise indirgen sekerlerdir. Bunun i¢in indirgen sekerlerin Olgiilmesinde yaygin
kullanilan bir yontem olan 3,5-Dinitrosalicylic asit (DNS) kolorimetrik yontemi kullanilir.
Yontem, alkali kosullar ve 1s1 uygulamast ile sekerlerin fonksiyonel gruplarinin (serbest halde
bulunan karbonil gruplarinin) oksidasyonu ve DNS’in indirgenerek 3-amino-5-nitrosalicylic
aside doniisiimiine dayanir. Reaksiyon sonucu olusan 3-amino-5-nitrosalicylic asit 540 nm’de
15181 absorbe eder ve absorpsiyonun belirlenmesi ile ortamda olusan indirgen seker miktari

arasinda iliski kurulur. Islem sirasinda ortama sodyum potasyum tartrat ilavesi, ortamdaki
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iyon konsantrasyonun artmasini ve ¢Oziinmiis oksijen miktarinin azalmasini saglar; bu
sekilde, islemin etkinligi artar (Miller, 1959). Ozetle, o-amilaz etkinligi ile nisasta parcalanir,
indirgen sekerler aciga cikar ve indirgen sekerlerle DNS arasindaki reaksiyon sonucu 540
nm’de absorpsiyon veren bilesikler olusur. Bu bilesiklerin olusumu azalirsa, enzim
aktivitesinin inhibe edildigi sonucuna varilir. Bu kapsamda, 10 unite/mL’lik a-amilaz
enziminden 100 pL bir Eppendorf tiipline alinmis ve iizerine 100 uL 6rnek ilave edilmistir.
Bu karisim 5 dakika 37°C’de 6n inkiibasyona birakilmistir. Karisimin tizerine 250 pL %1 lik
nisasta c¢ozeltisinden ilave edilmis ve enzimatik reaksiyonun gerceklesmesi icin 5 dakika
37°C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda, karigimin iizerine 200 uL. DNS ¢dzeltisi ilave edilmis
ve karisim 95°C’de 10 dakika bekletilip, ardindan karistma 1 mL saf su ilave edilip oda
sicakligina hizla gelmesi saglanmistir. Oda sicakligina gelen ¢ozeltide olusan renk,

spektrofotometrik olarak 540 nm’de dl¢lilmiistiir.

Calisma kapsamindaki diger antidiyabetik aktivite analizinde ise Orneklerin o-glukosidaz
enzimini inhibe etme yetenegi Kim vd. (2004)’de belirtilen yontemle ol¢lilmiistiir. Yontem, o-
glukosidaz enziminin 4-nitrophenyl o-D-glucopyranoside bilesiginin parcalanmasini
saglamasi ve bu parcalanma reaksiyonu sonucu olusan p-nitrophenol bilesiginin
spektrofotometrik olarak Olgiilmesine dayanmaktadir. Olusan p-nitrophenol bilesigi 400
nm’de absorbans vermektedir ve bu bilesigin konsantrasyonu ile enzim aktivitesi arasinda
iligki tanimlanmaktadir. Bu bilesigin olusumu azalirsa, enzim aktivitesinin inhibe edildigi
sonucuna varilir. Bu amagla, tuzsuz fosfat tamponunda hazirlanmis olan o-glukosidaz
enziminden (0.1 tnite/mL) 100 puL bir Eppendorf tiiptine alinmis ve iizerine 100 uL 6rnek
ilave edilmistir. Bu karisim 10 dakika 37 °C’de 6n inkiibasyona birakilmigtir. Karigimin
tizerine 100 pL 10 mM’lik substrat ¢ozeltisinden (pNPG, 4-nitrofenil a-D-galaktopiranosit)
ilave edilmis, enzimatik reaksiyonun gergeklesmesi i¢in 60 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir.
Sonrasinda, karisimin {lizerine 1 mL 0.1 M Na,CO; ¢ozeltisi ilave edilmis ve enzimatik
reaksiyon durdurulmustur. Cozeltide olusan renk spektrofotometrik olarak 400 nm’de

Olciilmiistiir.

3.2.2.5.4. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi
EMP iiretim asamalarinda alinan Orneklerin antimikrobiyal Ozelliklerinin belirlenmesinde

kuyucuk diflizyon yonteminden (Rizzello vd., 2005) yararlanilmistir. Farkli asamalardan

alman Orneklerin in vitro sindirim Oncesi ve sonrast antimikrobiyal aktivitelerinin
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belirlenmesi amaciyla, iki mikrobiyal sus, Escherichia coli K12 (Gram -) ve Staphylococcus
aureus ATCC25923 (Gram +) hedef alinmistir. Mikroorganizmalar sivi Luria Broth ya da
M17 broth besiyeri igerisinde calkalamali inkiibator ve 36 °C ortam sicaklifinda gece
boyunca (16-18 saat) gelistirilmistir. Elde edilen siv1 bakteri kiiltiirlerinin hiicre yogunlugu
standart ayarli bir densitometre yardimiyla 0.5 McFarland degerine (10° KOB/mL)
ayarlanmigtir. Uygun hacimdeki (100 pL) bakteri siispansiiyonu petri plaklarinda agar
eklenerek elde edilen kat1 biiylime ortami yilizeyine yaydirilmistir. Daha sonra plaklarinda
yaklagik 0.6 cm ¢apinda kuyucuklar agilmis ve esit hacimde (50 pL) peynir ¢ozeltisi 6rnekleri
kuyucuklara yerlestirilmistir. Bakteri plaklar1 24 saat 36 °C’de inkiibe edilerek kuyucuklar
etrafinda olusan inhibisyon alanlarmin yarigaplar odl¢iilmiistiir. Olgiimlerde genel etkili
antibiyotikler olan Chloramphenicol (50 pg) ve Cefotaxime (50 pg) bakteri biiylimesini
engelleyen pozitif kontroller olarak kullanilmistir. Antimikrobiyel etki gosteren drneklerin en
diisiik biiylime engelleme konsantrasyonlari (MIC degeri) 96 kuyucuklu plakalarda resazurin
boyamasi yardimiyla belirlenmistir (Elshikh vd., 2016). Bu amagla 24 saat 36°C’de inkiibe
edilen bakteri siispansiyonlar1 0.5 McFarland degerine denk gelecek sekilde seyreltilmis, 100
uL bilyiime ortamu igeren her bir kuyucuga 5 pL sivi bakteri kiltiiri (10° KOB/mL)
eklenmistir. Daha sonra bakteri biiylime ortami iizerine 50 pL. hacimden baglanarak seri
diliisyon yontemiyle farkli konsantrasyonda ornek eklenerek 24 saat 36 °C’de inkiibe
edilmistir. Boyama i¢in her bir kuyucuga 30 puL resazurin boyasi eklenerek canli hiicrelerle
dogru orantili renk degisimi 3 saat 36 °C’de inkiibasyon sonrasi gdzlenmistir. Her bir 6rnek

konsantrasyonu i¢in 2 farkli zamanda 2 tekrarli boyama yapilmustir.

3.2.2.6. In vitro sindirim ¢calismalari
EMP iiretiminin farkli asamalarindan alinan 6rneklerin in vitro sindirim uygulamasi Minekus

vd. (2014) ve Brodkorb vd. (2019) tarafindan tanimlanan yonteme gore yapilmistir. Bu analiz
yonteminde, sivi Ornekler i¢in agiz ortaminin kullanimi zorunlu goriilmemektedir. Buna ek
olarak, calismada incelenen Orneklerin karbonhidrat igeriginin ¢ok diisiik olmasindan da
hareketle, in vitro sindirim ortaminin olusturulmasinda agiz ortami enzim i¢cermeyen sekilde
kullamlmistir. Buna gore, drnekler 1:1 oraninda simiile tiikiiriik sivis1 (K': 18.8 mmol/L, Na':
13.6 mmol/L, CI": 19.5 mmol/L, H,PO4: 3.7 mmol/L, HCO3 ve CO5*: 13.7 mmol/L, Mg2+:
0.15 mmol/L, NH,": 0.12 mmol/L, Ca*": 1.5 mmol/L) icerisinde 2 dakika boyunca pH 7.0’de
37 °C’de bekletilmistir. Oral faz ortami sonras1 gastrik faz sindirimine gecilmistir. Burada da

oral faz ortamindan alinan &rnekler 1:1 oraninda simiile gastrik sivist (K': 7.8 mmol/L, Na':
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72.2 mmol/L, CI': 70.2 mmol/L, H,PO4: 0.9 mmol/L, HCOs ve COs>: 25.5 mmol/L, Mg*":
0.1 mmol/L, NH4": 1.0 mmol/L, Ca*": 0.15 mmol/L) ve pepsin (2000 U/mL) karisimi ile 2
saat boyunca pH 3.0’de sindirime ugratilmistir. Ardindan intestinal faz kismina gegilerek
ornekler 1:1 oraninda simiile intestinal stvist (K': 7.6 mmol/L, Na': 123.4 mmol/L, CI: 55.5
mmol/L, H,PO,: 0.8 mmol/L, HCO; ve COs>: 85 mmol/L, Mg®": 0.33 mmol/L, Ca*": 0.6
mmol/L) ve enzim ekstrakti (100 U/mL pankreatin ve 10 mmol/L safra) karisimi ile 2 saat
boyunca pH 7.0’de sindirime ugratilmigtir. Islem sonrasinda ortama 1 mmol/L. AEBSF
proteaz inhibitorii (4-(2-Aminoethyl) benzenesiilfonil florid hidroklorid) ilave edilerek
reaksiyon sonlandirilmistir. pH ayarlamalarinda NaOH ve HCI c¢ozeltileri kullanilmugtir.

Sindirilmis 6rneklerde biyoaktivite analizleri gergeklestirilmistir.

3.2.2.7. istatiksel degerlendirme
Calismada, EMP iiretim asamalarinin tiriin biyoaktif 6zellikleri iizerindeki etkilerinin anlaml

farkliliklar yaratip yaratmadigi belirlenmistir. Bu amagla, iiretim asamalarinin {iriin 6zellikleri
lizerinde degisiminin Onemliligi, tek degiskenli varyans analizi ile saptanmis, belirlenen
onemlilik derecelerine gore Orneklerin gruplandirilmasinda ise Duncan testinden
yararlanilmigtir. Analizlerde SPSS istatistiksel paket programi (SPSS ver. 13.0 for Windows,
SPSS Inc., Chicago, ABD) kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez calismasinda taze beyaz peynirden EMP iiretimi gerceklestirilmistir. Orneklerimiz;
EMP iiretiminde kullandigimiz hammadde olan taze beyaz peynir, eritme tuzlari ile eritme
islemi sonucu olusan eritme peynir, proteolitik enzimlerlerin aktivitesiyle olusan proteolize
peynir konsantresi ve lipotik enzim aktivitesiyle olusan son iiriin EMP 6rnek olarak alinmustir.
Orneklerin in vitro sindirim dncesi ve in vitro sindirim sonrasi analizleri yapilmis ve analiz

sonuclar1 degerlendirilmistir.

4.1. EMP Uretiminde Temel Bilesim ve Olgunlasma Parametrelerinin Degisimi
Calismamizda EMP iiretim silirecinde almis oldugumuz temel bilesim ve proreolitik
olgunlagsma parametrelerindeki degisim Tablo 4.1°de gosterilmistir. Bu tabloda temel bilesim
ozelliklerinde orneklerin yag, nem ve protein igerikleri ile PH degerleri analizi yapilmigtir.
Proteolik olgunlasma parametrelerinde ise oncelikle 6rneklerin ¢dziiniir azot fraksiyonlari
Kjeldahl yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Bu dogrultuda SCA, TCA-CA ve PTA-CA
degerleri incelenmis ve sonrasinda bu degerlerin kullanilmastyla olgunlasma indeksi (OUI
(SCA, %azot cinsinden), OYI (TCA, %azot cinsinden) ve SAAI (PTA, %azot cinsinden))
degerleri hesaplanmistir. Orneklerdeki proteoliz diizeyi hakkinda degerlendirme yapabilmek
icin, Orneklerdeki proteinlerin parcalanmasi sonucu agiga cikan peptitlerin belirlenmesi

amaciyla orneklerdeki toplam peptit miktar1 analiz edilmistir (Tablo 4.2).

Toplam peptit miktar1 tayin yontemi siit {rlinlerinde Ozellikle de peynirlerdeki peptit
olusumlarini ve degisimlerini belirlemek i¢in uygun bir teknik oldugu literatiirde bildirilmistir
(Wallace ve Fox, 1998). Peynirlerin biyoaktivitesinin incelendigi bazi ¢alismalarda, proteoliz
ile biyoaktivite arasindaki iligkinin saptanmasinda toplam peptit miktar1 tayini yontemi
kullanilmustir. Pripp vd. (2006) sekiz farkli peynirin suda ¢oziiniir ve etanolik ekstraktlarinda
ACE inhibisyon aktivitesini incelerken,toplam peptit miktar1 analizi ile inhibisyon
aktivitesindeki degisimle proteoliz diizeyi arasindaki iligkiyi kurmaya ¢aligmiglardir. Calisma
sonuglarina goére ACE inhibisyon aktivitesi ile OPA analizi arasinda tam bir baglanti
yakalanamasa da en diisiik ve en yiiksek degerlerin ayni1 peynirlerde elde edilmis olmasi ile
belirli bir iligkinin saglandig1 bildirilmistir (Pripp vd., 2006). Baska bir ¢aligmada ise manda
sitinden elde edilen peynir alti suyundaki serum proteinlerinin tanimlamasi,

karakterizasyonu, biyoaktif Ozellikleri ve hidroliz ile in vitro sindirim siireclerindeki
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degisimleri incelenmistir (Bassan vd., 2015). Bu calismada da proteoliz diizeyi hakkinda bilgi
edinmek i¢in OPA yonteminden faydalanilmistir. Hidroliz ile in vitro sindirim siireclerindeki

peptit ve serbest amino asit miktarinda artislarin oldugu gosterilmistir (Bassan vd., 2015).

Bu calismamizda, hem EMP iiretim siireglerinde alinan 6rneklerde, hem de bu 6rneklerin in
vitro sindirim siireci sonrasindaki hallerinde toplam peptit miktarlar1 belirlenmistir (Tablo

4.2).

Tablo 4.1:.Enzim modifiye peynir (EMP) iiretiminde islem basamaklarinin temel bilesim ve

proteolitik olgunlagsma parametreleri lizerine etkisi.

Ozellikler' Peynir EP PPK EMP

Nem (%) 48,52 +0,15* 73,50 +0,72° 73,85+0,81° 77,18 +0,44°
Yag (%) 26,38 +0,53° 13,00+ 0,41° 12,75+029° 11,25+0,29°
Protein (%) 18,90 +0,08° 9,49+0,13° 9.40+0,13° 8,73 +0,08"
pH 5,22 6,30+0,05° 6,24+0,04>  5,32+0,06"
TA (%) 2,96+001°  1,49+0,02° 1,47+0,02° 1,37+0,02°
SCA (%) 0,33+0,01*° 1,16+0,01° 0,97+0,01° 0,98+0,01°
TCA-CA (%) 0,13+0,00°  0,06+0,00°  0,79+0,01° 0,87 +0,01¢
PTA-CA (%) 0,06 +0,00° 0,03+0,01° 047+0,04> 049+0,01°
OUI (%) 11,00 77,98 £0,56° 66,10 +0,12° 71,32 + 0,69
OYI (%) 4,27 3,78 £0,04° 53,84+0,70° 63,28+0,97°
SAAI (%) 2,11 1,83 +£0,05°  32,18+0,76" 35,59 +£0,19°

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

* TA: Toplam azot; SCA: Suda ¢oziiniir azot; TCA-CA: TCA’da ¢oziiniir azot; PTA-CA: PTA’da ¢dziiniir azot;
OUI: Olgunlasma Uzama Indeksi (SCA, %azot cinsinden); OYI: Olgunlasma Yogunluk indeksi (TCA, %azot
cinsinden); SAAI: Serbest Aminoasit indeksi (PTA, %azot cinsinden); EP: Eritme peyniri; PPK: Proteolize
peynir konsantresi; EMP: Enzim modifiye peynir

Tablo 4.1 ve 4.2°deki sonuclar1 degerlendirdigimiz zaman, EMP iiretiminde hammadde olan
peynir drnegimizin diger 6rneklere kiyasla en yiiksek yag, protein ve toplam azot degerlerine
sahip, pH degeri 5,22°dir. Toplam peptit miktarina baktigimizda ise sindirim sonrasi, sindirim

oncesine kiyasla dikkate deger sekilde artis gdstermistir.

40



Tablo 4.2 Enzim modifiye peynir (EMP) iiretiminde islem basamaklarinin toplam peptit

miktarinin degisimi lizerine etkileri.

) | Toplam Peptit Miktar1”
Ornek _

e Sindirim Oncesi ~ Sindirim Sonrasr®
Peynir 14,4 +1,2° 678.,5 + 64,0°
EP 66,5 +3,2° 752,2 + 75,9%
PPK  1658+5,1° 854,7 + 36,5°

EMP  231,5+17,3¢ 764.,5 + 76,6®

4 Ayni harfler 6rnekler arasinda farkin 6nemli olmadigini gdstermektedir (p>0.05).

" EP: Eritme peyniri; PPK: Proteolize peynir konsantresi; EMP: Enzim modifiye peynir

* mg tripton/g kuru madde

3 In vitro sindirim ortanu ayrica analiz edilmis ve ornekteki toplam peptit miktarinin belirlenmesinde kor olarak
kabul edilerek hesaplamaya dahil edilmistir. Sindirim ortaminin toplam peptit miktart 29,71 g tripton/L in vitro
sindirim ortami olarak 6l¢tilmiistiir.

EMP iiretiminde ilk asama olan eritme islemi, sitrat ve fosfat tuzlar ile birlikte islenen
peynirden elde ettigimiz ikinci 6rnegimiz olan eritme peynirine (EP) baktigimizda peynirden
daha yiiksek pH degerine sahip, SCA ve OUI degerleri diger drneklerden daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Toplam peptit miktarina baktigimizda ise sindirim sonrasinda sindirim dncesine

gore artis gorilmiustiir.

EMP iiretiminde bir sonraki agamasinda proteoliz islemi, Erbay vd. ( 2018) makalesinde
belirtigi “iki asamali {retim” teknigide kullandig1 enzimlerinden endopeptidaz olan
Neutrase™ ile ekzopeptidaz oaln Flavorpro™ 937 MDP enzim kombinasyonu EP’ye ilave
edilerek proteolize birakilmis ve proteolize peynir konsantresi (PPK) elde edilmistir. Ugiincii
ornegimiz olan PPK, EP’ye kiyasla daha diisiik SCA ve OUI degerlerine sahip iken daha
yiiksek TCA-CA, PTA-CA, OYI ve SAAI degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. pH degerine
baktigimizda EP il PPK arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05). PPK’nin toplam

peptit miktarna baktigimizda sindirim sonrasi sindirim Oncesine gore artis gostermistir,

ornekler arasinda sindirim sonrasi en yiiksek toplam peptit miktarina PPK sahiptir.

EMP iiretimindeki son asama olan lipoliz asamasinda ise Lipomod™ 801MDP enzimi
kullanilmis EMP elde edilmistir (Erbay vd., 2018). Diger 6rneklerle kiyasladigimizda en
yiiksek TCA-CA, OYI ve SAAI degerlerine sahiptir. EMP, PPK’ya kiyasla yag, protein, pH

ve TA sonuglarinda anlamli bir sekilde azalma gostermis iken OUI degerinde analamli
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derecede artis gostermistir (p<0.05). Toplam peptit miktarina baktigimizda sindirim sonrasi
sindirim Oncesine gore artis gostermis ve sindirim oncesi en yiiksek toplam peptit miktar

EMP 6rneginde goriilmiistiir.

Calisgmamizda Orneklerin lipolitik olgunlasma diizeyi hakkinda fikir sahibi olmak adina
serbest yag asidi bilesim ve miktarlar1 da belirlenmis yapilan analizlerin sonuglari Tablo
4.3’de verilmistir. Sonuglara baktigimizda peynir, EP ve PPK orneklerinde serbest yag
asitlerindeki degisimin genel olarak anlamli bir fark goriilmemisken, EMP’de ise anlamli
degisimler gostermistir (p<0.05). Peynir, EP ve PPK’da USYA, OUZSYA ve TSYA
degerlerinde anlamli bir fark goériilmemis (p>0.05), EMP’de ise USYA,OUZSYA ve TSYA

degerlerinde anlamli degisimler olmustur (p<0.05).

4.2. EMP Uretiminde Antioksidan Aktivitenin Degisimi
Apostolidis vd. (2007) {i¢ farkli peynirini farkli bitki ve meyvelerle zenginlestirilmis
ekstraklarinin antioksidan aktivitelerini degerlerdirmis. Elde ettigi sonuclarda rokfor
peynirinin bitki ve meyvelerle zenginlestirilmis ekstrak orneklerinde in vitro antioksidan
aktivitesinin daha ytliksek oldugunu belirtmistir. Cedar peynirinden yapmis oldugu esktraktin
ve in vitro sonrasi ektraklarin Rafiq vd. (2017) serbest radikal siipiiriicii aktivite degerini
arastirmislar. Cedar peynirinden ekstraktinin serbest radikalleri attigim ve in vitro

ekstraklarinda da inhibe ettigi sonuglar goriilmektedir.

Calismada inceledigimiz 6rneklerin antioksidan aktivite kapsaminda yapilan analizlerinin
sonuglar1 Tablo 4.4°de verilmistir. EMP {iretim siirecinde alinan 6rneklerde (sindirim Oncesi)
ve bu oOrneklerin in vitro sindirim siireci sonrasindaki Orneklerde (sindirim sonrasi)

antioksidan aktivitelerine bakilmistir.

Serbest radikal siiplirme kapasitesine baktigimizda hem sindirim 6ncesi hem de sindirim
sonrasi Orneklerimizde anlamli sekilde fark goriilmiistiir (p<0.05). Sindirim 6ncesinde serbest
radikal sliplirme kapasitesine baktigimizda en diisiik antioksidan aktivite Peynir’de 12,6 + 0,8
umol troloks/g kuru madde goriilmiistiir, en yiiksek antioksidan aktivite EMP’de 215,0£15,8
pmol troloks\g kuru madde goriilmiistiir (Tablo 4.4). Sindirim Oncesinde antioksidan
aktiviteye baktigimizda EMP {iretim asamalarinda sirasiyla peynir, EP, PPK ve EMP

orneklerin hepsinde antioksidan aktivite anlamli sekilde artis gdstermistir (p<0.05).
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Tablo 4.3.Enzim modifiye peynir (EMP) iiretiminde islem basamaklarinin serbest yag asidi

bilesim ve miktarlari lizerine etkisi (mg/100 g yag).

Ozellikler' Peynir EP PPK EMP
Biitirik asit (C4) 60,53 £2,63*  32,12+3,19° 1642+ 136" 1368 +154,5°
(%2,35) (%0,94) (%0,46) (%4,60)
Kaproik asit (Co) 36,39 +3,55° 25,18 +0,96*  1229+123*  729,1 +70,40"
(%1,41) (%0,74) (%0,34) (%2,59)
Kaprilik asit (Cs.0) 23,52 +2,25°  12,14+0,95*  2,16+0,19° 513,4 +49,78°
(%0,91) (%0,36) (%0,06) (%1,72)
Kaprik asit (Ci0:0) 60,16 +3,46° 38,88 +235%  2491+276" 9979 + 64,42°
(%2,34) (%1,14) (%0,69) (%3,35)
Laurik asit (C12:0) 83,00 £4,15°  5330+2,14*  4368+348  1113+92,77°
(%3,23) (%1,56) (%1,21) (%3,74)
Miristik asit (C140)  356,2+34,3°  266,5+19,98° 2933 +2524" 4643 +398,2°
(%13,84) (%7,81) (%8,15) (%15,57)
Palmitik asit (Cig0)  885,1 £49,5° 1208 +139,5® 1282 +80,37° 9600 + 458,0°
(%34,40) (%35,25) (%35,66) (%32,20)
Stearik asit (Cis:0)  274,8 +14,8°  495,7+34,30° 5483 +36,71° 2781 +368,8°
(%10,68) (%14,48) (%15,26) (%9,31)
Oleik asit (C1s.) 770,4 +9,5° 1271 £86,77%° 1343 +£9322° 7724 + 674,8°
(%29,94) (%37,12) (%37,35) (%25,87)
Linoleik asit (Cig2) 22,07+ 1,14° 18,73+ 1,76  27,07+2,01*  289,5 +29,69"
(%0,86) (%0,55) (%0,76) (%0,97)
Linolenik asit (C1g3) 0,96+0,12*°  235+0,21° 2,08+0,19° 28,27 +3,36°
(%0,04) (%0,07) (%0,06) (%0,10)
USYA 180,6 + 6,1° 108,3 +£3,35°  55,79+4,74° 3648 +323,3°
(%7,02) (%3,17) (%1,55) (%12,26)
OUZSYA 2392 + 64° 3316 +205,4* 3540+ 173,4° 26176 + 1673°
(%92,98) (%96,83) (%29.5) (%87,74)
TSYA 2573 +70,13%  3425+204,3" 3596+ 175,6° 29825+ 1592°

*@ Ayni harfler 6rnekler arasinda farkin 6nemli olmadigini gdstermektedir (p>0.05).
* Parantez icerisinde %oran degerleri verilmistir. USYA: Ugucu serbest yag asitleri (Cy.o- Cig0); OUZSYA: Orta
ve uzun zincirli serbest yag asitleri (Cis.0- Cys3); TSYA: Toplam serbest yag asidi; EP: Eritme peyniri; PPK:
Proteolize peynir konsantresi; EMP: Enzim modifiye peynir
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Sindirim sonras1 serbest radikal siiplirme kapasitesine baktigimizda ise en diisiik antioksidan
aktivite Peynir’de 171,2 = 5,5 umol troloks\g kuru madde goriilmiistiir, en yiiksek aktivite
PPK’da 471,1 + 27,2 pmol troloks\g kuru madde goriilmiistiir (Tablo 4.4). Sindirim sonrasi
elde ettigimiz sonuclara baktigimizda EP ve EMP arasinda anlamli bir fark yokken (p>0.05),

diger orneklerle aralarinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05).

Sindirim 6ncesi ve sindirim sonrasini karsilagtirdigimizda in vitro sindirim sonrasi en yiiksek
artis peynir drneginde goriiliirken en diisiik artis EMP 6rneginde goriilmiistiir. Calismamizda
orneklerimizin demir baglama kapasitesine baktigimizda hem sindirim Oncesi hem de

sindirim sonrasi 0rneklerimizde anlaml sekilde fark goriilmiistiir (p<<0.05).

In vitro sindirim Oncesi antioksidan aktivite demir baglama kapasitesine baktigimizda EP ve
EMP arasinda anlamli bir fark yokken (p>0.05), diger orneklerle aralarinda anlamli bir fark
bulunmustur (p<0.05). Sindirim 6ncesinde demir baglama kapasitesi sonuglarinda en diistik
antioksidan aktivite gosteren 6rnek peynir 0,95 = 0,05 mg EDTA/g kuru madde iken en
yiiksek antioksidan aktivite PPK’da 27,6 + 1,0 mg EDTA/g kuru madde goriilmiistiir (Tablo
4.4).

Tablo 4.4.Enzim modifiye peynir (EMP) iiretiminde islem basamaklarmin antioksidan

aktivite lizerine etkileri.

Antioksidan Aktivite
Ommek! Serbest Radikal Siipiirme Kapasitesi® Demir Baglama Kapasitesi®
Sindirim Oncesi ~ Sindirim Sonras® Sindirim Oncesi ~ Sindirim Sonrasi
Peynir 12,6 +0,8" 171,2 £5,5° 0,95+0,05" -3,58 £0,20°
EP 139,2+ 8,1° 360,5 + 10,3 16,0 1,3 10,51 = 0,66°
PPK 176,1 £ 26,3¢ 471,1 £272° 27,6 £ 1,0° 13,26 + 1,04¢
EMP 2150+ 15,8 353,4+16,4° 16,2+ 0,9° 10,74 + 1,03

"EP: Eritme peyniri; PPK: Proteolize peynir konsantresi; EMP: Enzim modifiye peynir

% umol troloks/g kuru madde

> mg EDTA/g kuru madde

* In vitro sindirim ortanu ayrica analiz edilmis ve 6rnek aktivitesinin belirlenmesinde kor olarak kabul edilerek
hesaplamaya dahil edilmistir. Sindirim ortaminin aktivitesi ABTS i¢in 8.30 pumol troloks/mL in vitro sindirim
ortami ve demir baglama kapasitesi igin ise 407.24 mg EDTA/L in vitro sindirim ortami olarak 6l¢iilmiistiir.
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In vitro sindirim sonrasinda antioksidan aktivite demir baglama kapasitesine baktigimizda in
vitro sindirim Oncesi demir baglama kapasite degerlerine kiyasla sonuglarda diisiis
gozlenmistir. Sindirim sonrast peynir Orneginde Olgiilebilir demir baglama kapasitesi
hesaplanamamigtir. Diger Orneklerde ise en diisik demir baglama kapasitesi EP’de
10,51£0,66 mg EDTA/g kuru madde, en yiliksek demir baglama kapasitesi PPK’da
10,74+1,03 mg EDTA/g kuru madde goriilmiistiir (Tablo 4.4).

4.3. EMP Uretiminde Antihipertansif Aktivitenin Degisimi
Yapilan c¢alismalara baktigimizda literatiirde birgok antihipertansif aktivite g¢aligmasiyla

karsilasmaktayiz. Bazi ¢caligsmalar su sekilde;

Suzuki vd. (2007) ve Tonouchi vd. (2008) yapmis olduklar1 olduklari ¢calismada EMP’den
ACE-inhibe edici iki peptit izole etmis ve bu peptitlerin amino asit dizilerini Leu-GlIn-Pro ve
Met-Ala-Pro olarak tanimlamiglardir. Danimarka peyniri EMP'sinin, spontan hipertansif
farelerde ACE inhibe edici aktivite ve antihipertansif aktivite gosterdigini gozlemlemisler.
Sonu¢ olarak, EMP o&rneklerinde giiclii ACE-inhibe edici aktivite saptamislar ve bunu
saglayan peptidi Met-Ala-Pro belirlemislerdir. Bu c¢alisma, EMP'nin hipertansiyon igin

fonksiyonel gidalara uygulanmasinin faydali olabilecegini gostermistir.

Hailesselassie vd. (1999) Cheddar peynirinin bir endopeptidaz olan Neutrase ile islenmesi ile
tiretilen EMP'nin, bir opioid agonist peptidi olan f-casomorfin i¢erdigini belirlemistir. Ancak,
olusan bu B-casomorfin’in proteolize dayamikli olmadigi ve ekzopeptidaz aktivitesi ile
(Debittrase ve/veya Lactobacillus casei’den elde edilen enzim ekstrakti) parcalandigi
goriilmiistiir. Bu pargalanma sonucunda ise potansiyel antihipertansif etkisi olan ¢esitli

peptitlerin olustugu saptanmustir.

Al-Dhaheri vd. (2017), az yagli Akawi peynirlerde antihipertansif aktivitenin olgunlagmanin
etkisiyle ACE inhibitor aktivitesinde artis gozlemledigini belirtmistir. Olgunlagmanin
etkisiyle mozzarella peynirinde antihipertansif aktivitenin arttigin1 Ayyash ve Shah (2011)’ de

yaptiklar1 aragtirmada bildirmistir.

Calismada inceledigimiz Orneklerin antihipertansif aktivite kapsaminda yapilan analiz

sonuclar1 Tablo 4.5’te verilmistir. EMP iiretim siirecinde alinan 6rneklerde (sindirim dncesi)
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ve bu Orneklerin in vitro sindirim silireci sonrasindaki Orneklerde (sindirim sonrasi)

antihipertansif aktivitelerine bakilmstir.

Antihipertansif aktivite degerlerine baktigimizda hem sindirim 6ncesi hem de sindirim sonrasi
orneklerimizde anlamli sekilde fark goriilmistir (p<0.05). In vitro sindirim Oncesi
antihipertansif aktivite degerlerine baktigimizda en diisik ACE inhibisyon aktivite peynir
orneginde 1,18+0,07 pumol captopril/kg kuru madde, en yiiksek ACE inhibisyon aktivite
EMP’de 2,80+0,14 pmol captopril’kg kuru madde goriilmiistiir (Tablo 4.5). Sindirim
oncesinde antihipertansif aktivite sonuclarimiza baktigimizda EMP {iretim asamalarinda
strastyla peynir, EP, PPK ve EMP 6rneklerin hepsinde antihipertansif aktivite anlamli sekilde
artis géstermistir (p<<0.05).

In vitro sindirim sonras1 antihipertansif aktivite degerlerine baktigimizda ise peynir ve EP
ornekleri arasinda anlamli bir fark yokken (p>0.05), diger 6rneklerle aralarinda anlamli bir
fark bulunmustur (p<0.05). Sindirim sonrast ACE inhibisyon aktivite sonuclarina
baktigimizda birbirine yakin en diisik deger sirasiyla EP ve Peynir’de 8,51+0,51 ile
8,96+0,06 uM captopril/kg kuru madde goriiliirken, en yliksek deger EMP’de 20,69+0,61 uM
captopril/kg kuru madde goriilmiistiir (Tablo 4.5).

Sindirim Oncesi ve sindirim sonrasini sonuglart karsilastirdigimizda in vitro sindirim sonrasi

ACE inhibisyon aktivite artig1 daha fazla goriilmiistiir.

Tablo 4.5. Enzim modifiye peynir (EMP) iiretiminde islem basamaklarinin antihipertansif

aktivite (ACE-inhibisyon aktivitesi) {izerine etkileri.

Antihipertansif Aktivite”

Ornek! .

e Sindirim Oncesi  Sindirim Sonrast®
Peynir 1,18 +0,07° 8,96 + 0,06
EP 1,67 +0,11° 8,51 +0,51°
PPK 2,09 +0,13° 11,84 +0,88°
EMP  2.80+0,14¢ 20,69 + 0,61

*4 Ayni harfler 6rnekler arasinda farkin 6nemli olmadigini gdstermektedir (p>0.05).

"'EP: Eritme peyniri; PPK: Proteolize peynir konsantresi; EMP: Enzim modifiye peynir

* umol captopril/kg kuru madde

3 In vitro sindirim ortami ayrica analiz edilmis, ancak in vitro sindirim ortammim antihipertansif aktivitesi
saptanamamuigtir.
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4.4. EMP Uretiminde Antidiyabetik Aktivitenin Degisimi
Literatiirde peynirlerdeki antidiyabetik aktivite {lizerine yapilmig smirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Apostolidis vd. (2007) ¢ farkli peynirini farkli bitki ve meyvelerle
zenginlestirilmis ekstraklarinin a-glukosidaz ve a-amilaz inhibisyonu degerlerdirmis, o-
glukosidaz ve a-amilaz inhibisyonu sonuglarinda yaban mersini ile zenginlestirilmis peynirin

en yiiksek aktiviteye sahip oldugunu belirtmistir.

Lactobacillus plantarum (NCDC 012), Lactobacillus casei (NCDC 297) ve Lactobacillus
brevis (NCDC 021) isimli probiyotiklerin Kalari peynirine ilave edilmesi ile firetilen
peynirlerdeki antidiyabetik aktivite degisimini Mushtaq vd. (2019) incelemistir. Sonug olarak
iretilen peynirlerde biyoaktif peptitlerin arttig1 ve a-amilaz ile a-glukozidaz inhibisyonlarinda

da artis oldugu belirlenmistir.

Az yaglh Akawi peynirinde Al-Dhaheri vd. (2017) a-amilaz ve a-glukozidaz enzim
aktiviteleri incelenmistir. Sonug¢ olarak a-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyonu peynirde

olgunlagma artik¢a aktivite artig gostermistir.

Bu tez calismasinda inceledigimiz orneklerin antidiyabetik aktivite kapsaminda yapilan
analizlerin sonuclar1 Tablo 4.6’da verilmistir. EMP iiretim siirecinde almman orneklerde
(sindirim Oncesi) ve bu orneklerin in vitro sindirim siireci sonrasindaki orneklerde (sindirim
sonrasi) antidiyabetik aktivitelerine bakilmistir. Calisma sonuglarina baktigimizda oa-amilaz
inhibisyon aktivitesi sindirim Oncesi goriiliirken, sindirim sonrasi aktivite goriilmemektedir.
Sonuglarimizin a-glukosidaz inhibisyon aktivitesine baktigimizda ise sindirim Oncesinde

goriilmezken, sindirim sonrasinda aktivite goriilmektedir (Tablo 4.6).

In vitro sindirim Oncesinde antidiyabetik aktivite o-amilaz inhibisyonu sonuclarina
baktigimizda EP ile PPK arasinda anlamli fark goriilmemistir ve peynir ile EMP arasinda da
anlaml fark goriilmemistir (p>0.05), diger orneklerle aralarinda anlamli fark bulunmustur
(p<0.05). Sindirim 6ncesi a-amilaz inhibisyonu sonuglarina baktigimizda birbirin yakin en
diisiik aktivite degerleri EP ve PPK’da goriiliirken, birbirine yakin en yiiksek aktivite degerleri
peynir ve EMP’de goriilmiistiir (Tablo 4.6).
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In vitro sindirim sonrasinda antidiyabetik aktivite a-glukosidaz inhibisyonu sonuclarina
baktigimizda ise EMP {iretim asamalarinda sirasiyla peynir, EP, PPK ve EMP o6rneklerin
hepsinde a-glukosidaz inhibisyonu genel olarak anlamli artis gostermistir (p<<0.05). Sindirim
sonrasinda andidiyabetik aktiviteye baktigimizda en disiikk o-glukosidaz inhibisyonu
Peynir’de 168777 £ 13263 mg akarboz/g kuru madde goriiliirken, en yiiksek a-glukosidaz
inhibisyonu EMP’de 341838 + 48896 mg akarboz/g kuru madde goriilmiisiitiir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Enzim modifiye peynir (EMP) iiretiminde islem basamaklariin antidiyabetik

aktivite lizerine etkileri.

Antidiyabetik Aktivite

Ornek'  o-amilaz inhibisyon aktivitesi” o-glukosidaz inhibisyon aktivitesi®
Sindirim Oncesi ~ Sindirim Sonrast” SindirimOncesi ~ Sindirim Sonrasi
Peynir  830,0 + 36,8" ND’ ND 168777 + 13263°
EP 624,3 +£37,1° ND ND 243865 + 19867
PPK  637,7+52,9°  ND ND 247180 + 11768
EMP  810,3+31,0>  ND ND 341838 + 48896

*@ Ayni1 harfler 6rnekler arasinda farkin 6nemli olmadigini gdstermektedir (p>0.05).
" EP: Eritme peyniri; PPK: Proteolize peynir konsantresi; EMP: Enzim modifiye peynir
* mg akarboz/g kuru madde
* mg akarboz/g kuru madde
* In vitro sindirim ortanu ayrica analiz edilmis ve drnek aktivitesinin belirlenmesinde kor olarak kabul edilerek
hesaplamaya dahil edilmistir. Sindirim ortaminin aktivitesi a-amilaz inhibisyonu i¢in 384,19 g akarboz/L in vitro
sindirim ortam1 olarak Sl¢iilmiistiir. a-glukosidaz inhibisyonu igin ise in vitro sindirim ortaminin herhangi bir
aktivitesi saptanamamugtir.
> ND: saptanamamustir.

4.5. EMP Uretiminde Antimikrobiyal Aktivitenin Degisimi
EMP’lerin antimikrobiyal etkileri tizerine Glass vd. (2004 a,b,c) yapmis oldugu ¢aligmalar
bulunmaktadir. Laktoferrisin ve laktoferrin gibi bazi peptitler ve protein ile ugucu, orta ve
uzun zincirli serbest yag asitlerinin, az orandayken antimikrobiyal O6zelliklerinin oldugu
goriilmektedir. EMP’lerin bircogunda, %20 oranlarinda oleik asit oldugu, ayrica linoleik,
linolenik ve laurik asitlerin de yiiksek konsantrasyonlarda goriilmiistiir. Ozellikle stearik ve
laurik asitlerin antibotulinal etkileri bilinmektedir. Bu etkilerden yola ¢ikarsak, C.botulinum
toksin olusturmast ve gelismesini 6nlemesi i¢in EMP’nin etkileri ve degisimi aragtirilmistir.

Yapilmis olan ¢alismanin yag igeriginin etkisi de arastirilmig fakat ¢ikan sonuslar g¢eliskili

bulunmustur.
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Calismamizda orneklerin antimikrobiyal aktivite, Gram (-) E.coli bakterilerinin kullanildigi
sonuclara baktigimizda hem in vitro sindirim Oncesi hem de in vitro sindirim sonrasi
orneklerin herhangi bir bakteri ¢esidinde biiyiimeleri engelledigi gozlenmemistir (Sekil 4.1).
Pozitif kontrol olarak Cefotaxime ve Chloramphenicol antibiyotikleri kullanilmustir.
Cefotaxime antibiyotiginin olusturdugu inhibisyon bdlge ortalama 2,62+0,20 cm iken
Chloramphenicol antibiyotiginin olusturdugu inhibisyon bdolge ortalama 2,26+0,10 cm

yaarigcapinda goriilmiistiir (Tablo 4.7).

Calismamizda Orneklerin antimikrobiyal aktivite, Gram (+) S.aeurus bakterilerinin
kullanildig1 sonuglara baktigimizda in vitro sindirim 6ncesi 6rneklerin bakterilerin biiyilimeleri
engelledigi goriilmemistir (Sekil 4.2). In vitro sindirim sonrasi orneklerinde ise Gram (+)
S.aeurus bakterilerinin biiyiimesini engelledigi goriilmiistiir (Sekil 4.2). Orneklerimizin
(peynir, EP, PPK, EMP) olusturdugu inhibisyon bdlgelerin yarigalar1 (cm) Tablo 4.7°de
verilmigtir. Sindirim sonrast olusan antimikrobiyal etkiye baktigimizda PPK ve EMP
ornekleri diger orneklere gore daha yiiksek aktivite gdstermistir (Tablo 4.7). Pozitif kontrol
olarak Cefotaxime ve Chloramphenicol antibiyotikleri kullanilmistir. Cefotaxime
antibiyotiginin olusturdugu inhibisyon bolge ortalama 2,70+0,12 cm iken Chloramphenicol
antibiyotiginin olusturdugu inhibisyon bolge ortalama 2,35+0,20 cm yarigapinda goriilmiistiir

(Tablo 4.7).
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Sekil 4.1: EMP diretimindeki farkli asamalardan alinan o&rneklerin suda ¢oziiniir
ekstraktlarinin Gram (-) Escherichia coli bakterileri tizerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin
kuyucuk yayilim yontemi ile belirlenmesi.

(A) In vitro sindirim siireci éncesi 6rnek ekstraktlari.

(B) In vitro sindirim siireci sonras1 drnek ekstraktlari.

(C) Kontrol antibiyotiklerinin antimikrobiyal aktivitesi.
" 'Peynir, °EP, **PPK, “’EMP, *In vitro sindirim ortam, “'Cefotaxime (50 pg), “"Chloramphenical (50 pg)
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Sekil 4.2: EMP iretimindeki farkli asamalardan alman Orneklerin suda ¢Oziiniir
ekstraktlarinin  Gram (+) Staphylococcus aureus bakterileri iizerindeki antimikrobiyal

aktivitelerinin kuyucuk yayilim yontemi ile belirlenmesi.

(A) In vitro sindirim siireci 6ncesi 6rnek ekstraktlari.
(B) In vitro sindirim siireci sonras1 6rnek ekstraktlari.
(C) Kontrol antibiyotiklerinin antimikrobiyal aktivitesi.

“Peynir, >°EP, **PPK, *’"EMP, *In vitro sindirim ortami, “’Cefotaxime (50 pg), “"Chloramphenical (50 pg)
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Tablo 4.7. Enzim modifiye peynir (EMP) {iretim agsamalarinda alinan 6rneklerin suda ¢oziiniir

ekstraktlarinin antimikrobiyal aktiviteleri.

Mikroorganizma Mikroorganizma
Gram + Inhibisyon Gram - Inhibisyon
bolgesi bolgesi
Ornek Staphylococcus aureus Yaricap Escherichia Yaricap
(cm) coli (cm)
Peynir - 0,6 +0,1 - 0,6 0,1
_EP - 0,6+0,1 ; 0,6+ 0,1
S pex . 0,6+ 0,1 i 0,6+ 0,1
S EMP - 0,6+ 0,1 . 0,6+ 0,1
g Su - 0,6+0,1 ; 0,6+ 0,1
Cefotaxime o 2,70 £0,12 + 2,62 +0,20
Chloramphenicol + 2,35+0,2 + 2,26 £0,10
Peynir o 0,73 £0,04 - 0,6+0,1
_EP + 0,79 £ 0,03 - 0,6 +0,1
§ PPK + 0,86+ 0,16 ] 0,6+ 0,1
g EMP + 0,83 +0,13 - 0,6 +0,1
i [n vitro ortam - 0,6 +0,1 - 0,6 +0,1
T Cefotaxime + 2,70 £0,12 + 2,62 +0,20
Chloramphenicol + 2,35+0,20 + 2,26 £0,10

(+) Mikrobiyal etki vardir.
(-) Mikrobiyal etki yoktur.
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A (B)

Sekil 4.3: In vitro sindirim siireci 6ncesi 6rneklerin Staphylococccus aureus bakterilerinde en
diisiik biiylime engelleme konsantrasyonlarinin (MIC degeri) resazurin boyamast ile

belirlenmesi.

Ornekler plaklara yukaridan asagiya 3 tekrarli olarak yerlestirilmistir. Bakteri ¢ogalmasi1 kuyucuklarda maviden
pembeye renk degisimi ile gozlenmistir. Ornek konsantrasyonlar1 soldan saga seri diliisyon ile 1, 1/2, 1/4, 1/8
oraninda azaltilarak seyreltilmigtir. MIC degeri seri diliisyonda mavi rengin ilk goriindiigii kuyucuk olarak
belirlenmistir. Ornek bolgeleri kesikli gizgilerle ayrilmistir.

Plak yerlesimi:

(A) A-C, 1-4 Peynir; A-C, 5-8 EP; A-C, 9-12 EP; D-F, 1-4 Su; D-F, 5-8 Cefotaxime; H, 1-3 Bakteri+Resazurin;
G,10-12 Biiylime ortami+Resazurin; H 10-12, Biiyiime ortami.

(B) A-C, 14, PPK; A-C, 5-8 PPK; A-C, 9-12 Chloramphenicol; D-F, 1-4 EMP, D-F, 5-8 EMP; H, 1-3

BakteritResazurin; G,10-12 Biiyiime ortami+Resazurin; H 10-12, Bilyiime ortamu.
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Sekil 4.4: In vitro sindirim siireci sonras1 6rneklerin Staphylococccus aureus bakterilerinde en
diisiik biliylime engelleme konsantrasyonlarinin (MIC degeri) resazurin boyamasi ile

belirlenmesi.

Ornekler plaklara yukaridan asagiya 3 tekrarl olarak yerlestirilmistir. Bakteri gogalmasi kuyucuklarda maviden
pembeye renk degisimi ile gdzlenmistir. Ornek konsantrasyonlar1 soldan saga seri diliisyon ile 1, 1/2, 1/4, 1/8
oraninda azaltilarak seyreltilmistir. MIC degeri seri diliisyonda mavi rengin ilk goriindiigii kuyucuk olarak
belirlenmistir. Ornek bolgeleri kesikli ¢izgilerle ayrilmstir.

Plak yerlesimi:

(A) A-C, 1-4 Peynir; A-C, 5-8 EP; A-C, 9-12 EP; D-F, 1-4 Su; D-F, 5-8 Cefotaxime; H, 1-3 Bakteri+Resazurin;
G,10-12 Biiylime ortami+Resazurin; H 10-12, Biiyiime ortami.

(B) A-C, 14, PPK; A-C, 5-8 PPK; A-C, 9-12 Chloramphenicol; D-F, 1-4 EMP, D-F, 5-8 EMP; H, 1-3

Bakteri+Resazurin; G,10-12 Biiyiime ortami+Resazurin; H 10-12, Biiylime ortami.

In vitro sindirim islemi sonrasinda farkli &rneklerin suda ¢dziiniir ekstraktlarinin, S.aureus
bakterileri iizerinde etkili olabilecekleri “en diisiik biiylime engelleyici konsantrasyonlari”n1
(MIC degeri) belirlemek amaciyla 96 kuyucuklu plakalarda resazurin boyamasi
gerceklestirilmistir (Sekil 4.3, 4.4). Kullanilan yontemin temelinde; aktif bakteri hiicrelerinin
floresan olmayan mavi renkli resazurini, pembe renkli floresan resorufine c¢evirmeleri ve
metabolik aktivitelerinin yari-kantitatif sekilde belirlenmesi bulunmaktadir (O’Brien vd.,
2000). Sonuglar incelendiginde kuyucuk yayilim sonuglariyla uyumlu bir sekilde in vitro
sindirim siireci Oncesi Orneklerde konsantrasyona bagli herhangi bir renk degisimi
gozlenmemistir. Ancak in vitro sindirim siireci sonrasi peynir, EP, PPK ve EMP 6rneklerinde

MIC degerleri sirasiyla 9.4, 26.8, 13.3 ve 11.5 mg kurumadde/mL olarak belirlenmistir.
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5. SONUCLAR

Tez calismamizda taze beyaz peynirden, olgun beyaz peynir lezzetinde bir sivi EMP iiretimi
gerceklestirilmistir. EMP {iretim asamalarinda drnekler alinip, bu aldigimiz 6rneklerin temel
bilesim ve olgunlasma parametrelerindeki degisimler ve biyoaktivite 06zelliklerindeki
degisimler analiz edilmistir. Biyoaktivite kapsaminda alinan orneklerin antioksidan,
antihipertansif, antidiyabetik ve antimikrobiyal Ozellikleri analiz edilmistir. Calismamizda
ornekler EMP iiretiminde hammadde olarak kullanilan beyaz peynir, eritme tuzlari ile eritme
islemi sonucu olusan eritme peynir, proteolitik enzimlerlerin aktivitesiyle olusan proteolize
peynir konsantresi ve lipotik enzim aktivitesiyle olusan son iiriin EMP 6rnek olarak alinmustir.
EMP {iretim siirecinde alinan orneklerde (sindirim 6ncesi) ve bu Orneklerin in vitro sindirim
siireci sonrasindaki Orneklerde (sindirim sonrasi) analizler yapilmis ve sonuglari

degerlendirilmistir.

Calismamiz sonucunda elde edilen temel sonuclar asagida maddeler halinde yazilmistir:

e EMP dretimi silirecinde yag ve protein degerileri peynirden itibaren azalma
gostermistir, EP ve PPK arasindaki azalmanin 6nemsiz oldugu goriilmiistiir.

e pH degerine baktigimizda peynire kiyasla eritme islemi ile EP’de arttig1, proteolizle
PPK’da degismedigi ve lipolizle EMP’de azaldig1 peynirinin baglangicdaki pH degeri
diizeylerine diistiigii goriilmiistiir.

e Toplam azot (TA) sonuclarimizda en yiiksek deger peynirde goriilken en diisiik deger
lipoliz ile birlikte EMP’de goriilmiistiir, EP ve PPK arasindaki azalmanin 6nemsiz
oldugu goriilmistiir.

e Suda ¢oOziiniir azot (SCA) sonuglarimizda en diisiik deger peynirde iken eritme
islemiyle en yliksek degere EP sahip oldugu goriilmiistiir, PPK ve EMP arasindaki
artisin onemsiz oldugu gorilmiistiir.

e TCA’da ¢oziiniir azot (TCA-CA) sonuglarimizda en yiiksek deger EMP’de iken en
diisiik deger EP’de goriilmektedir.

e PTA’da ¢6ziiniir azot (PTA-CA) sonucglarimiza baktigimizda aralarindaki 6nemsiz
farktan dolay1 en diislik degerler peynir ile EP’de goriilmiisken en yiiksek degerler ise

PPK ile EMP’de goriilmiistiir.
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OUIl degerlerine baktigimizda peynir Ornegine gore EP, PPK ve EMP artis
gostermistir. Elde edilen sonuglara gore en yliksek deger EP’de iken en diisiik deger
ise PPK’da goriilmiistiir.

OYI degerlerine baktigimizda peynir drnegine gore EP azalis gosterirken PPK ile
EMP artig gostermistir. Sonuglara gore en yiiksek deger EMP’de goriilmiis en diisiik
deger EP’de goriilmiistiir.

SAAI degerlerine baktigimizda peynir drnegine goére EP azalis gdsterirken PPK ile
EMP artis gostermistir. Elde edilen sonuglara gore en yliksek deger EMP’de goriilmiis
en diisiik deger EP’de goriilmiistiir.

Caligmamizda antioksidan aktivite serbest radikal siiplirme kapasite degerleri sindirim
oncesi Orneklerde anlamli sekilde artiglar goriilmiistiir ve 12,6 = 0,8 ile 215,0 + 15,8
umol troloks/g kuru madde araliginda degisiklik gostermistir. Serbest radikal siipiirme
kapasite degerleri in vitro sindirim sonrasi 6rneklerde ise genel olarak anlaml artislar
goriilmiistiir ve degerler 171,2 + 5,5 ile 471,1 £ 27,2 pumol troloks/g kuru madde
arasinda degisiklik gostermistir.

Caligmamizda antioksidan aktivite demir baglama kapasiteleri sindirim Oncesi
orneklerde 0,95 £ 0,05 ile 27,6 = 1,0 mg EDTA/g kuru madde arasinda degisiklik
gostermistir. In vitro sindirim sonrasinda Orneklerde antioksidan aktivite sindirim
Oncesi antioksidan aktivite degerlerine gore diisiis gostermis ve Ozellikle peynir
orneginde Olciilebilir bir demir baglama kapasitesi hesaplanamamustir.

Caligmamizda antihipertansif aktivite degerlerine baktigimizda sindirim Oncesi
orneklerde anlaml artiglar goriilmistiir. Antihipertansif aktivite degerleri 1,18 + 0,07
ile 2,80 + 0,14 pumol captopril/kg kuru madde arasinda degisiklik gostermistir . In vitro
sindirim sonrasinda tiim Orneklerinin antihipertansif aktivite sindirim Oncesine gore
artarak 8,51 £ 0,51 ile 20,69 + 0,61 uM captopril/kg kuru madde arasinda degisiklik
gdstermistir.

Antidiyabetik aktiviteye baktigimizda a-amilaz inhibisyonu in vitro sindirim oncesi
orneklerde inhibisyon 624,3 + 37,1 ile 830,0 £ 36,8 mg akarboz/g kuru madde
degerleri arasinda goriilmiisken, in vitro sindirim sonrast o-amilaz inhibisyonu
goriilmemistir. Orneklerimizde o-glukozidaz inhibisyonu in vitro sindirim &ncesi
inhibisyon goriilmemisken, in vitro sindirim sonrasinda a-glukozidaz inhibisyon
goriilmiistiir. En yiiksek a-glukozidaz inhibisyon aktivitesi EMP’de 341838 + 48896

mg akarboz/g kuru madde olarak goriilmiistiir.
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e Antimikrobiyal aktivite i¢cin 6rneklerimizin in vitro sindirim dncesinde S. aureus ve E.
coli iizerinde antimikrobiyal etki goriilmemistir. Orneklerimiz in vitro sindirim sonrasi
E. coli lizerinde antimikrobiyal etki goriilmemisken, S. aureus tizerinde 6rneklerimizin
antimikrobiyal etkisi belirlenmistir. Orneklerimiz sindirim sonrast S. aureus
bakterilerinin biiytimelerini engelledigi goriilmiistiir. Yapilan analizler sonucunda in
vitro sindirim silireci sonrasi peynir, EP, PPK ve EMP o6rneklerinde MIC degerleri

sirastyla 9.4, 26.8, 13.3 ve 11.5 mg kurumadde/mL olarak belirlenmistir.

Bu c¢aligma sonucunda EMP’nin biyoaktif niteliklerinin bulundugu ve saglik iizerinde olumlu
etkiler gdsterme potansiyeline sahip oldugu ortaya konulmustur. Uretim siirecinde olusan
bilesenlerin biyoaktif niteliklerinin ayrintili ¢alisilmast ve olumlu saglik etkilerinin iiriin
icerisinde de siiriip siirmediginin ortaya konulmasi1 gerekmektedir. EMP’nin viicut
fonsiyonlarini olumlu etkileyen biyoaktif bilesenleri iizerinde arastirmalar derinlestirilmelidir.

Yapilan arastirmalar sonucunda EMP’nin kullanim alanlar1 genisletilebilir.
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