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OZET

DOKTORA TEZi

FARKLI KﬁLTﬁR KQMBiNASYONLABI KULLANIMININ FERMENTE SﬁTLERiN
BiYOAKTIF PEPTID VE GAMA AMINOBUTIRIK ASIiT iICERIGIi ILE KALITE
OZELLIKLERIi UZERINE ETKISi

Siimeyra ISIK
Damsman: Prof. Dr. Elif DAGDEMIR

Amac: Bu caligmada ev yapimi yogurt ve kefir danelerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin (LAB)
gama aminobiitirik asit (GABA) iretme yeteneklerinin belirlenmesi ve farkli starter kiiltiir
kombinasyonlar1 kullanilarak biyoaktif peptitler ve GABA acisindan dogal olarak zenginlestirilmis
yogurt benzeri fermente bir siit liriiniiniin tiretilmesi amaglanmustir.

Yéntem: Oncelikle yogurt ve kefir danelerinden izole edilerek tanis1 yapilmis toplam 422 adet LAB
susunun glutamat dekarboksilaz (GAD) aktivitesi PCR yontemiyle kalitatif olarak belirlenmistir.
Ardindan GABA iireticisi olarak belirlenen Lactobacillus plantarum 156, L. casei ATCC 334, L.
helveticus DPC 4571 ve Streptococcus thermophilus 20S4 suslar1 bes farkli kombinasyon halinde (A,
B, C, D ve E) yogurt benzeri fermente siitlerin tiretiminde kullanilmustir. Depolama periyodu boyunca
fermente siitlerin bazi fizikokimyasal, mikrobiyolojik, duyusal 6zelliklerinin yani sira; GABA ve serbest
amino asit miktari, ugucu bilesenler ile peptid profili, olusan peptitlerin ACE—inhibitor, antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir.

Bulgular: GABA iiretme yetenegi agisindan taranan toplam 422 adet izolatin hi¢birinde GAD
aktivitesinin olmadigi belirlenmistir. Farkli kiiltiir kombinasyonlar1 kullaniminin yogurt benzeri
fermente siitlerin kimyasal kompozisyonu iizerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi, bununla birlikte
asitlik ve pH degerlerini etkiledigi tespit edilmistir. MRS agarda gelisen mezofilik ve termofilik LAB
sayilar1 agisindan Ornekler arasinda farkliliklarin bulundugu, M17 agarda gelisen LAB sayisinin tiim
orneklerde benzer oldugu belirlenmistir. Peptid profiline ait kromatogramlar incelendiginde hem pik
yiikseklikleri hem de gesitliligi agisindan 6nemli farkliliklarin bulundugu, 6zellikle B (S. thermophilus
20S4+L. plantarum 156+L. helveticus DPC 4571), D (S. thermophilus 20S4+L. plantarum 156+ L. casei
ATCC 334+L. helveticus DPC 4571) ve E (S. thermophilus 20S4+L. casei ATCC 334+L. helveticus
DPC 4571) kiiltiir kombinasyonlari ile iiretilen 6rneklerde pik sayisi ve yiiksekliklerinin diger 6rneklere
oranla daha fazla oldugu belirlenmistir. Peptid ekstraktlarinin yiiksek ACE inhibitor aktivitesi
gosterdigi, L. casei ATCC 334 ile L. helveticus DPC4571 suslarinin birlikte kullanildigi 6rneklerde (D
ve E) ACE inhibitor aktivitesinin 6nemli derecede yiikseldigi tespit edilmistir. Fermente siitlerden
ekstrakte edilen peptitlerin antioksidan aktivitelerinin ise genel olarak benzer oldugu gorilmiistiir.
Peptid ekstraktlarinin S. aureus ATCC 29213, L. monocytogenes ATCC 7644, S. typhimurium RSHMB
95091 ve E. coli O157:H7’¢ kars1 belirli 6l¢iide antimikrobiyal aktivite sergiledigi, bununla birlikte B.
cereus BC 6230a kars1 inhibitor aktivite gostermedigi belirlenmistir. His, Arg, Ala ve Pro tiim fermente
stit orneklerinde hakim amino asitler olarak tespit edilmistir. GABA konsantrasyonu acisindan fermente
siit ornekleri arasinda istatistiksel olarak onemli farkliliklar bulunmus ve proteolitik aktivite sonucu
GABA konsantrasyonunun arttigi gézlenmistir. GC-MS analizi sonucunda fermente siit drneklerinde
1371 keton, 10’u alkol, 7’si karboksilik asit, 6’s1 ester, 4’1 aldehit, 4’1 terpen ve 10’u diger bilesikler
olmak iizere toplam 54 adet ugucu bilesik tespit edilmistir. Kiiltiir kombinasyonlarmin duyusal
parametreleri genel olarak etkilemedigi ve farkli LAB suslarinin yogurt benzeri fermente siit iiriinlerinde
kullaniminin tiiketici begenilirligi iizerinde olumsuz bir etkisinin olmadig1 gdzlenmistir.

Sonug: Farkli starter kiiltiirlerin kullanimiyla GABA ve biyoaktif peptitler agisindan zengin, sagliga
olumlu katkilari olabilecek fonksiyonel bir fermente siit iiriini {iretilebilecegi kanaatine varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Yogurt benzeri fermente siit, gama aminobiitirik asit, biyoaktif peptid
Haziran 2022, 171 Sayfa



ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

THE EFFECT OF USING OF DIFFERENT CULTURE COMBINATIONS ON THE
BIOACTIVE PEPTIDE, GAMMA AMINOBUTYRIC ACID CONTENT AND QUALITY
CHARACTERISTICS OF FERMENTED MILKS

Siimeyra ISIK
Supervisor: Prof. Dr. Elif DAGDEMIR

Purpose: In this study, it was aimed to determine the gamma amino butyric acid (GABA)
production abilities of lactic acid bacteria (LAB) isolated from homemade yogurt and kefir grains, and
to produce a fermented milk product like yogurt naturally enriched in bioactive peptides and GABA by
using different starter culture combinations.

Method: Glutamat decarboxylase (GAD) activity of a total of 422 LAB strains isolated from yogurt and
kefir grains were determined qualitatively by PCR method. L. plantarum 156, identified as GABA
producer, L. casei ATCC 334, L. helveticus DPC 4571 and S. thermophilus 20S4 strains were used in
the production of yogurt-like fermented milk (A, B, C, D and E) in five different combinations. During
the storage period, some physicochemical, microbiological and sensory properties of fermented milks,
as well as the amounts of GABA and free amino acids, volatile component and peptide profiles, ACE-
inhibitory, antioxidant and antimicrobial activities of the formed peptides were investigated.

Findings: It was determined that none of the 422 isolates screened for GABA production ability had
GAD activity. It was determined that the use of different culture combinations did not have a significant
effect on the chemical composition of yoghurt-like fermented milks, but affected acidity and pH values.
There were differences between samples in terms of LAB counts mesophilic and thermophilic growth
on MRS agar, and the counts of LAB growth on M17 agar was similar in all samples. When the
chromatograms of the peptide profile were examined, it was seen that there were significant differences
in terms of both peak heights and diversity. Especially samples produced by culture combinations B (S.
thermophilus 20S4+L. plantarum 156+L. helveticus DPC 4571), D (S. thermophilus 20S4+L. plantarum
156+ L. casei ATCC 334+L. helveticus DPC 4571) and E (S. thermophilus 20S4+ L. casei ATCC 334+L.
helveticus DPC 4571) had higher peak numbers and heights than the others. It was determined that
peptide extracts showed high ACE inhibitory activity, and ACE inhibitory activity was significantly
increased in samples (D and E) in which coexisted L. casei ATCC 334 and L. helveticus DPC 4571
strains. It was determined that the antioxidant activities of the peptides extracted from fermented milk
were generally similar. Peptide extracts exhibited some antimicrobial activity against S. aureus ATCC
29213, L. monocytogenes ATCC 7644, S. typhimurium RSHMB 95091 and E. coli O157:H7, however
inhibitory activity against B. cereus BC 6230 did not show. His, Arg, Ala and Pro were determined as
the predominant amino acids in fermented milk samples. The significant differences were statistically
found among fermented milk samples in terms of GABA concentration and it was observed that GABA
concentration increased as a result of proteolytic activity. In the result of GC-MS analysis, a total of 54
volatile compounds in fermeted milks, consist of ketones (13), alcohol (10), carboxylic acids (7), esters
(6), aldehydes (4), terpenes (4), and other compounds (10), were detected. It was observed that the
culture combinations generally did not affect the sensory parameters and the use of different LAB strains
in fermented milks did not have any negative effect on consumer desirability.

Results: According to the findings obtained in this study, it was concluded that a functional fermented
milk product rich in GABA and bioactive peptides with positive contributions to health can be produced
by using different starter cultures.

Keywords: Yogurt-like fermented milk, gamma aminobutyric acid, bioactive peptide
June 2022, 171 Pages
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GIRIS

Saglikli bir beslenme igin gerekli olan bilesenlerin ¢ogunu igeren siit, binlerce yildir
insan diyetinin 6nemli bir pargasini olusturmaktadir. Siit; protein, kalsiyum, B> (riboflavin) ve
B12 (kobalamin) vitamini basta olmak iizere bir¢ok besin 6gesini biinyesinde bulundurmaktadir.
Ayrica icerdigi besin unsurlar1 nedeniyle mikroorganizma gelisimi i¢in de ideal bir ortamdir.
Bu nedenle siit daha uzun siire muhafaza edilebilmesi, lezzet ve tekstiir agisindan farkli

mamiillerin elde edilebilmesi amaciyla gesitli tirtinlere islenmektedir.

Ozellikle fermantasyon ile siitten peynir, yogurt, kefir gibi mamiiller
iretilebilinmektedir. Tarihi donemlerde gidalarin sadece daha uzun siire muhafaza edilmesi ve
son {riinde organoleptik Ozelliklerin gelismesi i¢in kullanilan fermentasyon teknigi,
giinimiizde fermente gidalarin fonksiyonel 6zelliklerinin anlasilmasiyla daha farkli amaglar
icin de kullanilmaktadir (Akdeniz Oktay ve Ozbas 2020). Nitekim fermente siit iiriinlerinde,
fizyolojik etkileri olan baz1 metabolik ve biyoaktif bilesenlerin olustugu, bu yiizden fonksiyonel

gida olarak kabul edildigi bildirilmektedir (Stanton et al. 2005; Widyastuti et al. 2014).

Giiniimiizde beslenme denilince sadece ac¢ligin giderilmesi i¢in yeme-igcme
faaliyetlerinin yriitiilmesi algisindan uzaklasilmis, viicuda alinan gidalarin saglik tizerindeki
etkilerinin bilinmesi de onem kazanmaya baslamistir. BOylece son yillarda birgok insan
aldiklar1 besinlerin nitelikleri ve saglik tizerindeki etkileri hakkinda ¢ok daha hassas ve bilingli

olmaya baglamistir. Bu durum fonksiyonel gidalara olan talebi artirmistir.

Fonksiyonel gidalar; giinliik diyetle alinan, besleyici etkisinin yani sira insan saglig1 i¢in
de faydali olan gidalardir (Stanton et al. 2005). Bir gidanin fonksiyonel olabilmesi i¢in biyoaktif
bilesenler igermesi ve bunlarin viicudun ilgili yerlerine yeterince ulasabilmesi gereklidir
(Giilbandilar vd 2017). Biyoaktif bilesenler tiiketildikten sonra temel beslenmenin Gtesinde
saglik tizerine olumlu etkiler saglayan gida komponentleri olarak tanimlanmaktadir (Biesalski
et al. 2009). Biyoaktif bilesenler arasinda antioksidanlar, polioller, glikozitler, diyet lifleri,
prebiyotikler, ¢oklu doymamis yag asitleri, oligosakkaritler, amino asitler, biyoaktif peptitler,
proteinler, kolinler, isopreneoitler ve fitokimyasallar yer almaktadir (Stachnik and Bac, 2017,
Chai et al. 2018). Fonksiyonel gidalar biyoaktif bir bileseni dogal olarak igerebilecegi gibi,
biyoaktif bir bilesenle zenginlestirilmis ya da olumsuz etki gdsteren bir bilesigi ¢ikartilmis da
olabilir. Ayrica gida icerisindeki bazi bilesiklerin degisiklige ugratilarak, biyoyararliligi
artirtllarak ya da bunlarin farkli kombinasyonlar1 yapilarak da fonksiyonel gida iiretimi

yapilabilmektedir (Choudhary and Tandon 2009; Dayisoylu vd 2014). Biyoaktif bilesenler ile



ilgili ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Bununla birlikte y-aminobiitirik asit (GABA) ve

biyoaktif peptitler son zamanlarda dikkat ¢eken biyoaktif bilesenler arasinda yer almaktadir.

GABA, omurgalilar, bitkiler ve mikroorganizmalarda bulunan, bir¢ok fizyolojik etkiye
sahip olan bir amino asittir. L-glutamik asit ya da tuzlarimin dekarboksilasyonu sonucu
olusmakta ve reaksiyon glutamat dekarboksilaz (GAD) enzimi ile katalize edilmektedir.
Omurgalilarda kimyasal sinir iletimini saglayan 6nemli bir inhibitér ndrotransmitter olan
GABA, beyinde noronlarin asir1 uyarilmasiyla ortaya cikan stres, endise, sinirlilik gibi
durumlarda yatistiric1 etkisiyle sinir sisteminde aktif rol oynamaktadir. Bunun yami sira,
antihipertansif, antidiyabetik, antikarsinojenik ve ditiretik etki gibi birgok fonksiyona da
sahiptir (Cui et al. 2020; Dhakal et al. 2012; Sahab et al. 2020). GABA’nin s6z konusu
fizyolojik etkilerinin diginda naylon 4 (polyamid 4) olarak bilinen ve biyolojik olarak
pargalanabilen plastik polimerinin monomeri olan 2-pyrolidinin 6ncii maddesi oldugu, sz
konusu polimerin toprakta Pseudomonas sp., Fusarium solani, F. oxysporum ve Clonostachys
rosea gibi mikroorganizmalar tarafindan pargalanabildigi bildirilmistir (Irla et al. 2017).
GABA’ nin biyolojik olarak parcalanabilir plastik madde {iretiminde kullanilabilir olmasi ¢cevre
kirliliginin 6nlenmesi agisindan umut vadetmekte ve GABA’ nin biyoteknolojik olarak diisiik

maliyetle fazla miktarda liretimine yonelik arastirmalarin yapilmasina da dnciiliik etmektedir.

Bitkisel gidalarda GABA’nin iretim mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte
bazi meyve (elma, iiziim), sebze (patates, kabak, domates) ve tahillarda (arpa, bugday) dogal
olarak diisiik konsantrasyonlarda bulundugu, bununla birlikte biyoaktif 6zellik gosterebilmesi
i¢in miktarinin nispeten yetersiz kaldig1 bildirilmistir (Kook and Cho 2013; Ozer 2019a; Sahab
et al. 2020). Ancak bitkilerde abiyotik (diisiik veya yiiksek sicaklik, kuraklik vb.) ve biyotik
(hastalik vb.) stres aninda GABA’nin hizli ve yiiksek oranda iiretildigi tespit edilmistir (Oh et
al. 2003). Bakteri, maya, kiif gibi mikroorganizmalarin ise GAD enzimine sahip olduklari, bu
nedenle dogal olarak GABA firetebildikleri bilinmektedir (Sahab et al. 2020). Bu
mikroorganizmalar arasinda 6zellikle laktik asit bakterilerinin (LAB) 6nemli bir yere sahip
oldugu ifade edilmektedir. LAB’larin GRAS (Generally Regarded As Safe) olarak kabul
edilmesi ve fermente gidalarda giivenle kullanilmasindan dolayi, arastirmalar daha ¢ok
GABA’nin LAB’lar tarafindan iiretilmesine yonelmistir (Li and Cao 2010). Geleneksel
fermente gidalardaki LAB florasinin oldukca cesitlilik gosterdigi diistiniildiigiinde, bu
gidalardan GABA iiretme yetenegine sahip suslarin belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Ilaveten
GABA’nin saglik tizerindeki olumlu etkileri dikkate alindiginda sadece bu suslarin tespit
edilmesinin yeterli olmadigi, bu suslar kullanilarak gidalarin GABA ile zenginlestirilmesinin

de 6nemli hale geldigi goriilmektedir.



GABA’nin yani sira onemli bir diger biyoaktif bilesen de “biyoaktif peptid” olarak
adlandirilan peptitlerdir. Gidalarda bulunan proteinlerden enzimatik hidroliz ya da mikrobiyal
faaliyetler sonucu agiga ¢ikan bu peptitler antimikrobiyal, antihipertansif, antioksidatif gibi
birgok fizyolojik etkiye sahiptir (Silva and Malcata 2005). Biyoaktif peptitler, gidalarla
alindiklarinda veya gastrointestinal gegis sirasinda enzimler tarafindan {retildikten sonra
bagirsakta hedef bolgelerle interaksiyona girmekte, ardindan absorbe edilerek perifer organlara
ulagsmaktadir (Moller et al. 2008). Biyoaktif potansiyele sahip pek ¢ok sayida hayvansal veya
bitkisel kaynakli protein bulunmasina ragmen siit proteinleri, dzellikle kazeinler, biyoaktif
peptitlerin 6nemli bir kaynagi olarak gdsterilmektedir. Birgok arastirmaci peynir, yogurt gibi
fermente siit iriinlerinin biyoaktif peptitler bakimindan zengin kaynaklar olabilecegini
bildirmislerdir (Korhonen and Pihlanto 2006; Sanchez and Vazquez 2017; FitzGerald et al.
2020; Ali et al. 2021). Siitiin fermantasyonu ya da olgunlagsma sirasinda kazeinin LAB’larin
yapisindaki proteolitik enzimler ile hidrolize olarak, biyoaktif peptitleri veya bunlarin 6n
bilesiklerini olusturabilecegi ifade edilmistir (Kinik ve Giirsoy 2002). Fermente siit lirtinlerinin
tiretiminde kullanilan starter kiiltiirlerin biyoaktif peptitlerin olusumunda 6nemli rol oynadig:
bilinmektedir. Dolayisiyla biyoaktif peptitlerin olusumunu saglayabilecek yeni suslarin
belirlenmesi ve bu suslarin ¢esitli iriinlerde kullanilarak s6z konusu peptitlerin olusumu

acisindan degerlendirilmesi 6nem tagimaktadir.

Son yillarda fermente gidalarda GABA iireten ¢esitli mikroorganizmalarin taranmasi ve
yiiksek oranda GABA iireten yeni suslarin belirlenmesine yonelik ¢ok sayida arastirmaya
rastlamak miimkindiir. S6z konusu arastirmalarda miimkiin oldugunca fazla fermente gidadan
GABA iireten cesitli mikroorganizmalarin taranmasi ve yiiksek oranda GABA iireten yeni
suglarin kesfedilmesi gerektigi vurgulanmistir (Quilez and Diana 2017; Beltran-Barrientos et
al. 2018; Yogeswara et al. 2020a;). Ulkemizde fermente gidalarin cesitliligi dikkate
alindiginda; bu anlamda biiyiik bir potansiyele sahip oldugu, ancak s6z konusu gidalardan GAD
aktivitesine, dolayisiyla yiiksek GABA iiretme yetenegine sahip suslarin belirlenmesine
yonelik arastirma sayisinin oldukga smirl oldugu goériilmektedir (Demirbas et al. 2017; Ozer
2019a; Alkay 2021; Memis 2021). Yiiksek GABA iiretme yetenegine sahip suslarin
belirlenmesinin yani sira, ayn1 zamanda bu suslarin kullanimiyla GABA ile zenginlestirilmis
fonksiyonel gidalarin iiretimi de énem tasimaktadir. Ayn1 zamanda kazeinin yiiksek oranda
glutamik asit icermesi (toplam amino asit igeriginin yaklasik %17,5’u kadar), dolayisiyla siitiin
fermantasyonu ya da proteolizi sirasinda s6z konusu amino asidin fazla miktarda serbest
kalabilecek olmasi GABA iiretimi agisindan 6nem arz etmektedir. Benzer sekilde kazeinin
biyoaktif peptitlerin olusumunda uygun substrat olmasi s6z konusu peptitlerin olusumu iginde

potansiyel olusturmaktadir.



Bu ¢alismada dogal yollarla GABA ve biyoaktif peptitler a¢isindan zenginlestirilmis,
bazi metabolik hastaliklar1 koruyucu nitelikte fonksiyonel fermente bir siit iriiniiniin tiretilmesi
amaglanmistir. Bu amagla oncelikle yogurt ve kefir danelerinden daha once izole edilmis ve
genetik yontemlerle tanis1 yapilmis toplam 422 adet LAB susunun GABA iiretme yetenegi
kalitatif olarak PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) metoduyla test edilmistir. Ardindan GABA
tiretme yetenegi belirlenen Lactobacillus plantarum 156 susu, proteolitik aktiviteye sahip olan
L. helveticus DPC 4571 ve L. casei ATCC 334 suslar ile istenilen jel yapiy1 olusturmak
amaciyla Streptococcus thermophilus 20S4 susu farkli kombinasyonlar halinde yogurt benzeri
fermente siit iiretiminde kullanilmistir. Tiim fermente siit 6rnekleri 42 giinliik depolama
stiresince bazi fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal 6zellikler agisindan analiz edilmistir.
Ayn1 zamanda fermente siit 6rneklerinin GABA ve serbest amino asit miktarlari, ugucu
bilesenler ile peptid profili ve depolama siiresince olusan peptitlerin ACE (angiotensin

converting enzyme) inhibitor, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri de belirlenmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Siitiin Fermantasyonu

Fermantasyon, dogal ya da kontrollii olarak gergeklestirilen mikrobiyal bir siirec¢ ile bir
hammaddeden farkli dzellikte {iriin olusturmak amaciyla kullanilan en eski ve ekonomik muhafaza
yontemlerden birisi olarak kabul edilmektedir (Akdeniz Oktay ve Ozbas 2020). Yogurt ve benzeri
fermente siitlerin fermantasyonunda meydana gelen temel biyokimyasal olay glikolizdir. LAB’lar
karbonhidrat metabolizmast ile laktozu laktik aside metabolize ederek ortamin asitligini artirmaktadir.
Boylece patojen ve saprofitlerin gelismesine imkan vermeyen kosullar olusturarak gidamin
glivenilirligini artirmaktadir (Demirgiil ve Sagdi¢ 2018). Bunun yanu sira siitiin pH’sinin diismesiyle
kazein misellerinin etrafindaki elektriksel tabaka notrlenmekte ve buna bagli olarak kazein miselleri
stabilitesini kaybederek jellesme siireci baslamaktadir. Laktik asit ayrica tat/aroma dengesinin

kurulmasinda da 6nemli rol oynamaktadir (Ozer 2006).

Proteoliz ile lipoliz ise yogurt ve benzeri tirtinlerde peynirde oldugu gibi dnemli diizeyde
gerceklesmemektedir (Ozer 2006). Ancak proteolitik starterlerin fermantasyon sirasinda bir
dereceye kadar proteolizi sagladiklar1 bilinmektedir. Proteolitik starter bakteriler sahip
olduklar1 proteazlar ile oligopeptidleri agiga ¢ikarirken, oligopeptitleri ise peptidazlar araciligi
ile diisiik molekiil agirlikli peptidlere ve amino asitlere yikmaktadir. Bu azotlu bilesikler ise
genelde S. thermophilus tarafindan gelisim faktorii olarak kullanilmaktadir. Ayrica proteoliz
sonucu agiga ¢ikan Thr ve Met gibi amino asitler aroma maddelerinin sentezi igin 6ncii madde
olarak kullamlmaktadir. [laveten proteoliz ile biyoaktif ozellikte peptid ve metabolitler
olusabilmektedir. Bu nedenle kullanilacak starter bakterilerin se¢iminde proteolitik aktivite

dikkate alimmaktadir (Ozer 2006; Mann et al. 2017).

Fermantasyon veya depolama sirasinda meydana gelen glikoliz, proteoliz ve lipoliz gibi
biyokimyasal olaylar sonucu olusan aroma, fermente siit Uriinlerinde Kkaliteyi olusturan en
onemli faktorlerden birisidir. Siit tirtinlerinde duyusal 6zelliklerin biiylik olgiide siitteki yag,
protein veya karbonhidrattan tiiretilen aroma bilesiklerinin nispi dengesine bagli oldugu
belirtilmistir. Alkoller, aldehitler, ketonlar, asitler, esterler, laktonlar, kiikiirt iceren bilesikler,
pirazinler ve furan tiirevleri dahil olmak tizere ¢cok sayida aroma bilesigi tanimlanmistir (Cheng
2010). Fermantasyon veya depolama sirasinda olusan laktik asit basta olmak iizere piirivik,
oksalik ve siiksinik asit gibi ugucu olmayan bilesikler, asetaldehit, aseton, diaseton gibi karbonil
bilesenleri ile formik, asetik, biitirik ve propiyonik asit gibi ugucu bilesenler fermente siit

{iriinlerinde karakteristik tat/aroma dengesinin olusumunda biiyiik dneme sahiptir (Ozer 2006;



Erkaya and Sengiil 2011). Tat/aroma olusumu siitiin kompozisyonuna, tiiriine, isleme
kosullarina ve kullanilan starter kiiltiirlere bagh olarak degisim gostermektedir (Pan et al.
2014). Birgok aroma bileseni tanimlanmig olmasina ragmen asetik asit, diasetil ve asetaldehitin
fermente siit driinlerinin nihai aromasi tizerinde Onemli bir etkiye sahip oldugu
diistiniilmektedir. (Dan et al. 2017, 2018). Bu bilesikler laktoz, laktik asit ve sitrik asidin
mikroorganizmalar tarafindan metabolize edilmesi sonucu olusmaktadir (Kavaz Yiiksel and

Bakire1 2015).

Zareba et al. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada Bifidobacterium animalis subsp.
lactis Bb-12 susu kullanilarak fermente edilen siitlerde 4 haftalik depolama siiresince toplam
14 ugucu bilesigin tespit edildigi, bunlar arasinda en baskin olan bilesigin asetik asit oldugu
bildirilmigtir. Arastirmacilar ayrica ugucu bilesen profilinin fermantasyon siirecinden ve uzun
stireli depolamadan etkilendigini belirtmislerdir. Baska bir ¢alismada ise L. pentosus ile
fermente edilen siitlere laktoz ve ksiloz ilavesinin aroma profili iizerine etkisi arastirilmais,
etanol, 2,3-biitandion ve asetik asit miktarlarinin ilave edilen karbonhidratlarin ¢esidine gore
onemli derecede farklilik gosterdigi, ksiloz ve laktoz ilaveli fermente siitlerde en yiiksek
konsantrasyonlarda belirlenen bilesiklerin sirasiyla asetik asit (%22,70) ile etanol (%18,09)
oldugu ifade edilmistir (Pan et al. 2014). Zhou et al. (2021) ise yaptiklar1 bir ¢alismada yogurt
kiiltiriine ilaveten L. gasseri LGZ 1029 ve ticari probiyotik L. rhamnosus suslarini kullanarak
tirettikleri yogurt 6rneklerinde ugucu bilesiklerin konsantrasyonlarinin kullanilan suslara bagh
oldugunu ve L. gasseri LGZ 1029 susunun 6zellikle ketonlarin miktar1 tizerinde etkili oldugunu

vurgulamiglardir.

Gama Aminobiitirik Asit

Sinir sisteminde uyarilarin iletilmesinde gorev yapan kimyasal maddeler
ndrotransmitter olarak adlandirilmaktadir. Norotransmitter olarak kullanilan 60 farkli kimyasal
madde oldugu, bazi nérotransmitterlerin uyaric (stimiilator, eksitator), bazilariin ise inhibe
edici (inhibitor, baskilayici) etki gosterdigi bildirilmistir. Glutamat ve aspartatin stimiilator,
GABA ve glisinin ise inhibitor nérotransmitterler arasinda yer aldig1 ifade edilmistir (Y1lmaz
and Soygiider, 2017).

Inhibitér norotransmitterlerden olan GABA, 4 aminobiitanoik asit veya 4 aminobiitirik
asit olarak da bilinen protein yapisinda olmayan dort karbonlu bir amino asittir. Yapisindaki
amino grubu diger amino asitlerden farkli olarak alfa karbon atomu yerine gama karbonunda
bulunmakta ve bu da GABA’nin protein sentezinde kullanilmasina imkan vermemektedir
(Chua et al. 2019). GABA piridoksal-5"-fosfat (PLP)’a bagli olan GAD enzimi tarafindan

katalize edilen, glutamik asit ya da tuzlariin geri doniisiimsiiz dekarboksilasyon reaksiyonu
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sonucu olusmaktadir (Sekil 1) (Duranti et al. 2020). Molekiil formiilii C4HsNO3 olup, molekiiler
agirhigi ise 103 Da’dir (Nikmaram et al. 2017).

O (@) 5
GAD-5'PLP
NH,
L-Glutamate GABA

Sekil 1. L-Glutamat’tan GABA’nin olusumu (Diana et al. 2014a)

GABA memelilerin merkezi sinir sisteminde sinir hiicrelerindeki presinaptik
membranda bulunan vezikiil keseleri iginde depolanmaktadir. Sinyal aktarimi sirasinda GABA,
vezikiil keselerinden sinaptik bosluga salinarak buradan postsinaptik nérona ulasmaktadir
(Sekil 2). GABA sinir iletimini ger¢eklestirmek amaciyla postsinaptik membranlarda bulunan
spesifik reseptorlerle etkilesime girmektedir. Bunlar GABA-A, GABA-B ve GABA-C olmak
lizere li¢ ana gruba ayrilmaktadir. Bu reseptorler farmakolojik ve yapisal olarak birbirlerinden
farklilik gostermekte, GABA-A reseptorleri hizli inhibe edici sinaptik iletimlere aracilik ederek
noronal uyarilar1 ve ruh halindeki hizli degisimleri kontrol etmektedir. Bdylece ndbet,
anksiyete, panik ve stres durumlart GABA-A reseptorleri tarafindan diizenlenmektedir. GABA-
B reseptorleri, hafiza, ruh hali ve agrida 6nemli oldugu goriilen yavas inhibe edici iletimlere
aracilik etmektedir. GABA-C reseptorlerinin ise tanimlanmalarina ragmen fizyolojik rolleri

heniiz net olarak bilinmemektedir (Diana et al. 2014a; Rashmi et al. 2018).
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Sekil 2. Sinapslar araciliiyla noronlarin birbiriyle iletisimi (Lucic 2020)



GABA’nin saghk iizerindeki rolii ve 6nemi

GABA, uyku/uykusuzluk dongiisiiniin diizenlenmesinde, motor aktivite ile ilgili
faaliyetlerin ylriitiilmesinde, hafiza olusumunda ve idrak etme yeteneginin devam
ettirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Yunes et al. 2016; Yu et al. 2019). Beynin ¢ok fazla
uyarilmasi ile sinirlilik, huzursuzluk, uykusuzluk, nobetler ve hareket bozukluklar1 meydana
gelebilmekte ve bunlarin ¢esitli faktorlerle dengelenmesi gerekmektedir. GABA bu dengeyi
saglayarak bir nevi "fren" etkisi yapmaktadir (Bamnia 2011).

GABA ile ilgili fonksiyonlardaki degisikliklerin Alzheimer, Parkinson, Sizofreni,
Epilepsi gibi norolojik hastaliklarla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim Alzheimer ve
Parkinson hastalarinda beyindeki GABA konsantrasyonunun ¢ok diisiik oldugu ve GABAerjik
inhibisyonun azaldig1 gézlemlenmistir (Diana et al. 2014a; Jain and Ghodke 2021).

Viicuttaki agr1 hissinin agri impulslarinin iletilmesinin kismen ya da tamamen
engellenmesi ve buna bagli olarak GABA gibi inhibitér ndrotransmitterlerin salinmasi ile
azalabilecegi belirtilmistir (Oztiirk ve Ozerdogan 2020). Ayrica uykuda aktif olan GABA
noronlarinin histaminerjik ve diger uyaniklik olusturan hiicre gruplarini inhibe ederek uykunun
baslatilmasinda ve siirdiiriilmesinde ¢ok 6nemli rol oynadig: ifade edilmektedir (Saygin ve
Ozgiiner 2020). Bir arastirmada yiiksek dozlu GABA igeren siitler ile beslenen farelerde
anksiyetenin azaldigi, uyku siiresinin ise 6nemli derecede uzadig goriilmiistiir (Yu et al. 2020).
Benzer sekilde Yamatsu et al. (2016) GABA nin insanlarda uyku gecikmesini 6nemli dlgiide

azalttigini, uyku siiresini ise arttirdigini belirtmislerdir.

GABA’ nin 6nemli fizyolojik etkilerinden bir digeride kan basincini diizenleyici
etkisidir. Bu etki presinaptik GABA reseptorleri tizerindeki bir eylem yoluyla noradrenalinin
salimimmin1 engellemesi ve buna bagli olarak perfiizyon basincindaki artist durdurmasindan
kaynaklanmaktadir (Hayakawa et al. 2004; Anggraini et al. 2018). Nitekim konu ile ilgili
yapilan arastirmalar GABA nin hem si¢canlarda hem de insanlarda antihipertansif etkiye sahip
oldugunu gostermektedir (Aoki et al. 2003; Inoue et al. 2003; Pouliot-Mathieu et al. 2013;
Kawakami et al. 2018). GABA’nin antihipertansif etkisiyle ilgili yapilan bir ¢aligmada
hipertansiyonlu ratlar fermente ve fermente edilmemis gida ile beslenmis, 0,0065 g/100 g
GABA igeren fermente gida ile beslenen ratlarin sistolik kan basincinin kontrol grubuna gore
onemli derecede diisiik oldugu tespit edilmistir (Zareian et al. 2020). Benzer sekilde Beltran-
Barrientos et al. (2018) Lactococcus lactis NRRL B-50571 susunu kullanarak fermente ettikleri
stitler ile beslenen hipertansiyonlu ratlarin kan basincini 2 saat boyunca 15 d araliklarla

incelemislerdir. Arastirmacilar fermente stitteki GABA konsantrasyonunun 111,4 mg/100 g



oldugunu ve GABA ile beslenen ratlarin kan basincinin kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde
diistiigiini bildirmislerdir.

Ayrica GABA’ nin pankreasta bulunan ve insiilin liretiminden sorumlu beta hiicrelerinin
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynayarak, insiilin salimiminm tesvik ettigi, boylece
antidiyabetik etki gosterdigi tespit edilmistir (Li and Cao 2010; Dhakal et al. 2012; Rezazadeh
etal. 2021). Chen et al. (2016) S. salivarius subsp. thermophiles fmb5 susu kullanilarak GABA
acisindan zenginlestirilen yogurdun diyabetli farelerde kan sekeri diizeyini azalttigini, bunun
yan1 sira insiilin ve HDL kolesterol diizeyini artirdigini bildirmislerdir. Saglikli insanlarda ise
GABA’nin glukoz seviyesini onemli derecede etkilemedigi, ancak insiilin seviyesini artirdigi
ve diyabet i¢in potansiyel faydalar saglayabilecegi rapor edilmistir (Li et al. 2015). Tiim bunlara
ilaveten GABA’nin antioksidatif, antikanserojen, bobrek hastaliklarina karst koruyucu ve
bagisiklik sistemi ile ilgili hiicrelerin uyarilmasinda da etkili oldugu belirlenmistir (Sahab et al.
2020). Abdou et al. (2006) tarafindan yapilan caligmada GABA takviyesinin kaygiy1 azaltarak
rahatlamay1 sagladigi ve stres kosullari altinda insanlarin bagisikligini uyararak Ig(A)
seviyesini artirdigi tespit edilmistir. Yapilan bazi arastirmalar GABA’nin dermatolojik
faydalarinin bulundugunu da gostermektedir. Oyle ki GABA’nm kollajenin sentezi ve
degradasyonu arasindaki dengeyi kontrol ederek cilt elastikiyetini gelistirdigi ve dermal
fibroblastlarin canliligin1 artirdig: bildirilmistir (Ito et al. 2007; Uehara et al. 2017). GABA'nin
fermente triinler veya takviyeler ile belirli dozlarda tiiketilmesi bahsedildigi tizere hayvanlar
ve insanlar {izerinde bir¢ok faydali etkiye sahip olabilmektedir. GABA nin saglik iizerindeki

bazi fonksiyonlar1 Sekil 3’de 6zetlenmistir.

Antidiyabetik Narolojik bozukluklar
Antithipertansif - Alzheimer
- Parkinson
- Epilepsi
- Depresyon
- Kaym
O - Uykusuzluk
OH
Dermatolojik // GABA
koruma Antikanser
Bagigiklik sistemini uyarnci Noroprotektif
Antioksidatif

Sekil 3. GABA’nin saglik iizerindeki bazi rolleri (Jain and Ghodke 2021)
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GABA’nin iiretim mekanizmasi

Mikroorganizmalarda, omurgalilarda ve bitkilerde bazi metabolik yollar sayesinde
GABA olusumu saglanmaktadir. Substrat olarak kullanilan glutamat, TCA dongiisiinden
olusabilece8i gibi baz1 gidalarda dogal olarak da bulunabilmektedir. TCA dongiisii ile
glutamattan GABA’nin olusumu Sekil 4’de goriilmektedir. Glikoliz sirasinda olusan piruvat,
asetil-CoA'ya doniistiiriillmekte, asetil-CoA ise TCA dongiisiine giren sitrat lizerinden -
ketoglutarata metabolize edilmektedir. TCA dongiisiinden elde edilen a-ketoglutarat glutamik
asit dehidrogenaz (GDH) tarafindan glutamata, glutamat ise dekarboksilasyon ile GABA’ya
dontismektedir. Geri doniisiimsiiz olan bu reaksiyon PLP’ye bagli GAD tarafindan katalize
edilmektedir.

GABA’nin degradasyonu ise iki enzim araciligiyla meydana gelmektedir. GABA,
oncelikle GABA-aminotransferaz (GABA-AT) enzimi tarafindan tersinir bir reaksiyonla
stiksinik semialdehit ara metabolitine, daha sonra semialdehit dehidrogenaz (SSADH) ile
sliksinata okside edilmektedir. Siiksinat ise daha sonra TCA dongiisiine katilmaktadir (Sekil 4).
TCA dongiisii mitokondride meydana gelirken, glutamattan GABA olusumu sitozolde
meydana gelmektedir (Yal¢inkaya vd 2019; Sahab et al. 2020).

Belirtildigi tizere beyindeki GABA konsantrasyonunun fazla ya da yetersiz olmasi
epilepsi, nobetler, kasilmalar, Parkinson, Alzheimer gibi ¢esitli ndrolojik hastaliklara sebep
olabilmektedir. GABA eksikligine bagh olarak beyinde glutamatin GABA’ya doniisiimii
gerceklesirken, fazlalii durumunda ise siiksinata parcalanmaktadir. Dolayisiyla bu

metabolizmalar sayesinde beyindeki GABA dengesi saglanmig olmaktadir.
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Sekil 4. TCA dongiisiinden GABA’nin metabolik yolu (Sahab et al. 2020)

Memelilerde GAD sistemi ¢esitli beyin fonksiyonlarinda énemli rol oynarken, bitkiler

ve mikroorganizmalarda baska roller iistlenmektedir. GABA olusumunun bitkilerde sicaklik
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soku, hipoksi (O2 yetmezligi) ve artan Ca" iyonu seviyesi gibi ¢esitli stres kosullarina,
mikroorganizmalarda ise oOzellikle asidik sartlara karsi verilen tepkiyle iliskili oldugu

bildirilmektedir (Feehily and Karatzas 2013).

Cesitli bakteri tiirlerinde bulunan ve intraseliiler bir enzim olan GAD aside karsi en
onemli diren¢ mekanizmasi olarak goriilmektedir. Bu sistem glutamatin GABA’ya
dekarboksilasyonunda H* iyonunu tiiketerek hiicre i¢indeki pH dengesini korumaktadir.
Genelde mikrobiyal fermantasyon sirasinda olusan sorbik, asetik, laktik asit gibi zayif ve
disosiye olmayan asitlerin bakterinin sitoplazmasinda birikerek hiicre i¢i pH’y1 distirdiigi,
hiicrenin asitlenmesinin ise metabolizmay1 olumsuz etkiledigi bildirilmistir (Pandey et al.
2016). Bu yilizden hiicre i¢i pH’nin dengelenmesi i¢in 6ncelikle hiicre diginda bulunan glutamat
hiicre i¢ine (sitoplazma) alinarak GAD enzimi araciligiyla GABA sentezlenmekte, bu
reaksiyonda bir H* iyonu tiiketilmektedir. Hiicre i¢inde olusan GABA ise bir antiporter
araciligiyla hiicre disina gonderilerek, yeni bir dongii icin baska bir glutamat hiicre i¢ine
alinmaktadir (Sekil 5). Béylece sitoplazma i¢inde H* iyonlarinin azalmasi pH’y1 yiikseltirken
hiicreyi aside kars1 korumaktadir (Feehily and Karatzas 2013).

Glutamat GABA
Huocre diss
Hucre ici
Glutamat GABA
A e
pH
H™ CO2

Sekil 5. Glutamat dekarboksilaz (GAD) mekanizmasi (Feehily et al. 2014)
GABA’nin iiretimi

Son yillarda fizyolojik fonsiyonlarindan dolayr GABA hem gida hem de ila¢ endiistrinin
yogun ilgisini ¢gekmekte, gida katki maddesi veya ilag olarak kullanilmasi agisindan uygun bir

aday olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle GABA'nin kimyasal veya biyolojik olarak



sentezlenmesi 6nem arz etmektedir. GABA’nin “gama-biitirolakton” veya ‘2-bromo
propiyonik asit” kullanilarak kimyasal sentezinin yapildig ifade edilmistir (Jain and Ghodke
2021). Bununla birlikte dogal ve giivenli olmasindan dolayt GABA’nin biyolojik yolla sentezi
i¢cin mikrobiyal fermantasyonun etkili bir yontem olabilecegi bildirilmistir. Simdiye kadar ¢ok
sayida calismada bakteri, maya, kiif gibi mikroorganizmalarin fermantasyon yoluyla GABA

tiretebilecegi dogrulanmistir (Rashmi et al. 2018; Sarasa et al. 2020).

Ayn1 zamanda biyolojik yolla sentezinin basit bir reaksiyon prosediiriine, yiiksek
katalitik verimlilige ve g¢evresel uyumluluga sahip olmasi nedeniyle diger kimyasal sentez
yontemlerinden daha fazla tercih edildigi bildirilmistir (Huang et al. 2007; Dhakal et al. 2012).
Ayrica dogal ve sentetik GABA nin karsilagtirildigi bir aragtirmada sentetik GABA ’nin klinik
olarak etkili olmadigr goriilmiistiir. Sentetik GABA’nin yapisindaki kiigiik farkliliklardan
dolay1 GABA reseptorlerine baglanamadigi ve tiim GABA reseptorlerinin aktive olamadigi
belirtilmistir. Oysa GABA nin dogal formunun daha fazla reseptorii aktive ettigi klinik olarak
kanitlanmistir (Rashmi et al. 2018). GABA’nin biyolojik olarak sentezi i¢in immobilize hiicre
teknolojisi, kesikli (batch) fermantasyon teknolojisi, GABA iireten mikrobiyal suslarin
yardimci kiiltiir olarak kullanilmasi, GAD enziminin molekiiler olarak tasarlanmas1 gibi farkl
biyoteknolojik teknikler gelistirilmistir. Bu teknikler farmasoétik, gida ve diger endiistrilerde
GABA preparatlari hazirlamak i¢in kullanilmaktadir (Diana et al. 2014a; Nikmaram et al.
2017). Nitekim Japonya’da PharmaFood sirketi tarafindan Kimg¢i’den izole edilen LAB’ lar
kullanilarak {iiretilen preparat PharmaGABA ismiyle satisa sunulmustur (Kook and Cho 2013).

GABA iireten mikroorganizmalar
Laktik asit bakterileri

LAB’lar Gram (+), katalaz (-), spor olusturmayan, hareketsiz, fakiiltatif anaerobik
bakteriler olup, karbonhidrat metabolizmalar1 sonucunda son iiriin olarak laktik asit olusturan
mikroorganizmalardir. LAB’lar gida endiistrisinde fermente gidalarin liretiminde starter kiiltiir

olarak yiizyillardir yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Cogu gidanin onemli miktarda glutamat igerdigi, LAB’larin asidik kosullara karsi
toleranslarin1 artirmak i¢in GAD sistemini Kkullanarak glutamattan GABA sentezledigi
bilinmektedir (Yogeswara et al. 2020b). Bu yiizden glutamat bakimindan zengin fermente
gidalarda dogal olarak yiiksek konsantrasyonlarda GABA bulunabilmektedir (Cui et al. 2020).
Siit bu acidan degerlendirildiginde kazeinin yiiksek oranda glutamik asit igerdigi, dolayisiyla
siitlin fermantasyonu ya da proteolizi sirasinda s6z konusu amino asitin fazla miktarda serbest

kalabilecegi belirtilmistir (Yalginkaya et al. 2019). Bu nedenle 6zellikle yogurt ve peynir
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GABA fiiretimi acgisindan iizerinde en ¢ok yogunlasilan siit iiriinleri arasinda yer almaktadir.
Konu ile ilgili iilkemizde yapilan bir calismada Beyaz, Kasar ve Tulum peynirlerine ait 30 adet
peynir ornegi GABA igerigi ve serbest amino asit profilleri agisindan incelenmis, GABA
konsantrasyonu agisindan analiz edilen peynir ornekleri igerisinde en yiiksek GABA
konsantrasyonunun (83,05 mg/100g) Beyaz peynire ait 6rnekte belirlendigi bildirilmistir. Ug
peynir ¢esidinin de yiiksek oranda GABA {iretebilme yetenegine sahip bakterilerin izolasyonu
icin uygun kaynaklar olabilecegi ifade edilmistir (Ayag et al. 2022). Diger bir arastirmada
salatalik tursusunun fermantasyonu ve depolanmasi siiresince GABA olusumu incelenmis,
tursudaki GABA konsantrasyonunun 24 saat i¢inde en yiiksek degere (1,21 mM) ulastigi,
depolama boyunca ise stabil kaldigi belirlenmistir. Ayrica fermente tursudaki GABA
konsantrasyonunun (1,21 mM) taze tursudakine gore (0,83 mM) daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Moore et al. 2021).

Son yillarda ¢aligmalar ¢ogunlukla GABA’nin dogrudan eldesinden ziyade, GABA
tiretebilen LAB’1n fermente gidalardan izolasyonuna odaklanmis ve konu ile ilgili ¢ok sayida
aragtirma yapilmistir. Cesitli kaynaklardan yapilan izolasyon ¢aligmalarinda laktobasil ve
laktokok basta olmak tizere bazi LAB suslarinin GAD genine sahip oldugu, yani GAD enzim
aktivitesi ve GABA iiretme yetenegi gosterdigi belirlenmistir (Dhakal et al. 2012; Yogeswara
et al. 2020b). Yapilan ¢aligmalar incelendiginde GABA iireten LAB’1n ¢ig siit, peynir, tursu,
eksi hamur, Uzak Dogu’ya 6zgii geleneksel fermente gidalar ve fermente igecekler gibi ¢esitli
gidalardan izole edildigi goriilmiistiir (Huang et al. 2007; Lu et al. 2008; Das and Goyal 2015;
Franciosi et al. 2015; Barla et al. 2016; Yogeswara et al. 2020a; Hurtado-Romero et al. 2021).
Baz1 gidalardan izole edilen ve GABA iiretme yetenegine sahip LAB suslar1 Tablo 1’de

verilmistir.

GABA iireten Lactobacillus tiirleri arasinda 6zellikle L. brevis ve L. plantarum en gok
izole edilen suslar olup, uygun kosullarda yliksek GABA iiretme yetenegi sergiledikleri
bilinmektedir (Binh et al. 2014; Zhang et al. 2017a). Nitekim L. brevis’in ¢ig siit (Huang et al.
2007), peynir (Carafa et al. 2015), eksi hamur (Cataldo et al. 2020), Kimchiden (Park and Oh
2007); L. plantarum’un ise peynir (Siragusa et al. 2007), lahana tursusu (Karimian et al. 2020),
fermente icecekler (Das and Goyal 2015) gibi ¢esitli gidalardan izole edildigi ve iyi birer GABA

ireticileri olduklar1 bildirilmistir.

Geleneksel Meksika peynirlerinden izole edilen Lactobacillus spp., Lactococcus spp. ve
Streptococcus spp. tiirlerinin GABA sentezleme kapasitelerinin degerlendirildigi bir ¢calismada,
toplam 94 adet LAB susu arasinda 19’unun GAD genine sahip oldugu ve bunlar arasinda en
yiiksek konsantrasyonda GABA iireten suslarin L. lactis L-571 ve L-572 oldugu tespit
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edilmistir. Ayrica izole edilen Streptococcus spp. suslarinin higbirinde GAD genine

rastlanmadigi da bildirilmistir (Santos-Espinosa et al. 2020).

Tablo 1. GABA Ureten Cesitli LAB Suslarmin izolasyon Kaynaklari

LAB Susu izolasyon GABA Referans
Kayna@ Konsantrasyonu
L. plantarum FNCC 260 Fermente gidalar ~ 809,2 mg/L Yogeswara et al. (2020a)
K. lactis BIOTECO009 Kefir daneleri 1,66 mM Hurtado-Romero et al. (2021)
L. plantarum BC114 Lahana tursusu 3,45 ¢g/L Zhang et al. (2017a)
L. plantarum DSM19463 Peynir 4,83 mM Di Cagno et al. (2010)
L. brevis Kimchi 44,4 g/L Binh et al. (2014)
L. brevis CRL 1942 Eksi hamur 255 mM Villegas et al. (2016)
L. brevis Peynir 129 mg/L Carafa et al. (2015)
S. thermophilus QYW-LYS1 Yogurt 2,905 g/L Liu et al. (2014)
S. thermophilus Peynir 80,0 mg/kg Franciosi et al. (2015)
L. paracasei PF6 Peynir 99,9 mg/kg Siragusa et al. (2007)
L. paracasei NFRI 7415 Fermente balik 302 mM Komatsuzaki et al. (2005)
L. paracasei Yogurt 100,09 mg/kg Zarei et al. (2018)
L. lactis Kimchi 3,68 g/L Lu et al. (2008)
L. lactis L-572 Peynir 86,2 mg/L Santos-Espinosa et al. (2020)
L. casei ZHANG Kimiz 677,35 mg/kg Wang et al. (2010)
L. helveticus ND0O1 Kimiz 165,11 mg/L Sun et al. (2009)
L. acidophilus RMK567 Cig siit 711,40 ug/g Lim et al. (2009)
L. rhamnosus YS9 Sebze tursusu 187 mM Lin (2013)

Diger bir ¢alismada ¢ig inek siitiinden iiretilen geleneksel italya peynirlerinden izole

edilen LAB’larin GABA iiretim yetenekleri HPLC cihazi ile analiz edilmis, toplam 1059 izolata
ait 97 baskin kiime igersinde 68 susun GABA {irettigi, GABA {ireten suslarin gogunlugunun L.
paracasei’ den olustugu, L. lactis, L. plantarum, L. rhamnosus, P. pentosaceus ve S.
thermophilus bakterilerinin ise GABA sentezleyen tiirler arasinda oldugu bildirilmistir
(Franciosi et al. 2015). Lu et al. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise Kimchi ve yogurttan
izole edilen 10 adet LAB susunun GABA iiretim yeteneklerinin bulundugu, ancak MRS broth
ortaminda en yiiksek konsantrasyonda (3,68 g/L) GABA iireten susun Kimchi’den izole edilen
L. lactis oldugu belirtilmistir. Ayrica L. helveticus un kimizdan, Enterococcus avium M5 ve L.
sakei’nin ise Uzakdogu’ya ait fermente bir deniz iirliniinden izole edildigi ve bu suslarin da
GABA iiretme yeteneklerinin bulundugu bildirilmistir (Sun et al. 2009; Sa et al. 2015; Lee et
al. 2017).

Ulkemizde fermente gidalardan GABA aktivitesi gosteren LAB’larin izolasyonu ile

ilgili az sayida arastirmaya rastlanmistir. Yapilan bir ¢alismada eksi hamurdan izole edilen
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LAB’larin antifungal, antibakteriyel aktiviteleri ile GABA iiretme yetenekleri arastirilmis, tiim
izolatlarin insan sagligi icin 6nemli bir fizyolojik bilesen olarak GABA’y1 sentezleyebildikleri
ve en yiksek GABA konsantrasyonunun ise Weissella paramesenteroides N-7 tarafindan
iiretildigi belirlenmistir (Demirbas et al. 2017). Ozer (2019a) tarafindan yapilan calismada
lahana tursusu, Sauerkraut ve Kimchi gibi lahana-bazli fermente iriinlerin dogal
mikroflorasindan izole edilen LAB’larin GABA iiretme yetenegi ve kontrollii fermantasyon
kosullarinda GABA {iretim seviyeleri arastirilmistir. Izolatlardan L. lactis ssp. lactis 1 SK1-
C29 ve Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides 1 KM1-C102 suslarinin yiiksek oranda
GABA iirettigi bildirilmistir. GABA iiretme yeteneginin kullanilan LAB susuna bagimli oldugu
ve bu nedenle farkli gidalardan GABA fiireten yeni suslarin belirlenmesinin 6nem arz ettigi
rapor edilmistir. Diger bir calismada ise eksi hamurdan izole edilen 253 adet LAB izolatinin
GAD gen bolgeleri RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA) ile belirlenmis,
GABA iiretim miktarlar1 HPLC ile analiz edilmistir. GAD (+) 37 adet sus arasindan yiiksek
GABA iireticisi olarak belirlenen L. brevis ile L. plantarum suslar1 yogurt ve boza iiretiminde
kullanilmis, ayrica L. brevis susunun GABA verimini artirmak amaciyla fermantasyon
kosullarinin optimizasyonu saglanmistir. Sonug olarak maksimum GABA konsantrasyonuna
30 °C sicaklikta, 130,71 mM mono sodyum glutamat (MSG) konsantrasyonunda, 4,74 pH
degerinde ve 72 saatlik fermantasyon siiresi sonunda ulasilabildigi bildirilmistir (Alkay 2021).

Diger mikroorganizmalar

LAB’lar GABA f{ireticisi olarak iizerinde en ¢ok ¢alisilan bakteri grubu olsa da diger
bakteriler, kiif ve maya gibi mikroorganizmalarin da GAD aktivitesine sahip oldugu
bilinmektedir. Nitekim bakterilerde Escherichia coli ve Bacillus subtilis; kiiflerde Aspergillus
oryzae, A. nidulans, A. niger; mayalarda ise Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis ve C.
fermanti GABA {irettigi bildirilen mikroorganizmalardir (Dhakal et al. 2012; Chua et al. 2019;
Yu et al. 2019; Sarasa et al. 2020; Sahab et al. 2020).

GABA iiretimini etkileyen faktorler

Suglarin GABA {iretim kapasitesi starter kiiltiirlerin tiirti, kiiltiir ortamimin baslangic
pH’s1, sicakligi, kompozisyonu ve fermantasyon siiresi gibi faktorlerden oOnemli Olciide
etkilenmektedir. GABA iiretim kapasitesinin 6ncelikle kullanilan LAB susuna bagimli oldugu
bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada farkli L. plantarum suslart (UPMC90, UPMC91 ve
UPMCI1065) yogurt iiretiminde kullanilmis ve {i¢ susun da farkli konsantrasyonlarda (18,23
mg/100g; 21,05 mg/100g ve 17,76 mg/100g) GABA iirettikleri tespit edilmistir. Ayn1 zamanda
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UPMC90 ve UPMC91 suslarmin birlikte kullanildig1 6rnekte simbiyotik iliski ile en yiiksek
GABA seviyesine (25,36 mg/100g) ulasildig rapor edilmistir (Hussin et al. 2020).

Yapilan bazi optimizasyon ¢alismalarinda en yiiksek GAD aktivitesini S. thermophilus
Y2’nin pH 4,5 ve 40 °C’de, L. brevis’in pH 5,25 ve 37 °C’de, L. paracasei NFRI 7415’nin pH
5ve 37 °C’de, L. sakei A156’nin ise pH 5 ve 55°C’de gosterdigi bildirilmistir (Komatsuzaki et
al. 2005; Yang et al. 2008; Binh et al. 2014; Sa et al. 2015). GABA olusumu igin bir diger
onemli faktoriin asitlik gelisimi oldugu ifade edilmistir. Nitekim L. lactis susunun fermantasyon
kosullarinin optimize edildigi bir arastirmada ayni oranda glutamat igeren siitlerde, pH 5,1 ve
5,4’de GAD aktivitesinin diisiik kaldig1, pH 4,8’de ise en yiiksek oranda GABA olusumunun
saglandig1 gézlemlenmistir (Gardner-Fortier et al. 2013). Bununla birlikte ¢ok diisiik pH (<4)
sartlarinda ise GAD aktivitesinin azaldig1 belirtilmistir (Komatsuzaki et al. 2005).

Ote yandan aragtirmacilar kiiltiir ortaminin kompozisyonunun LAB’ 1 GABA iiretimini
etkiledigini, 6zellikle glutamat ve/veya PLP katkili ortamlarda maksimum oranda GABA
sentezlediklerini bildirmislerdir (Shan et al. 2015; Santos-Espinosa et al. 2020; Yogeswara et
al. 2020Db). Glutamat GAD enziminin substrati oldugundan GABA {iretimini tesvik eden 6nemli
bir bilesik olarak kabul edilmekte, ¢ogunlukla LAB’lar GABA iiretimi i¢in yeterli miktarda
glutamik asit sentezleyemediklerinden genelde monosodyum glutamat (MSG) veya glutamik
asit kiiltiir ortamina ilave edilmektedir. Optimal MSG konsantrasyonunun her mikroorganizma
icin farklilik gosterdigi, asirt MSG konsantrasyonunun mikroorganizma gelisimini olumsuz
etkileyebilecegi, dolayisiyla GABA {iiretimini azaltabilecegi bildirilmistir (Cui et al. 2020).
GAD enziminin kofaktorii olarak gérev alan PLP’nin ise kiiltir ortamina ilave edilmesi ile
GABA iiretiminin arttig1 bilinmektedir. Oyle ki L. paracasei NFRI 7415 ve L. plantarum
NDC75017 suslarinin GABA iiretimlerinin ortama eklenen PLP ile artis gosterdigi belirtilmistir
(Komatsuzaki et al. 2005; Shan et al. 2015).

Fermentasyon siiresi, pH, sicaklik, MSG konsantrasyonu gibi kiiltiir kosullarinin
optimize edilmesiyle L. plantarum BC114 susunun GABA iiretim kapasitesinin artirilmasina
yonelik yiriitilen bir calismada, en yiikksek GABA konsantrasyonuna (3,45 g/L) MSG
konsantasyonunun 20 g/L, pH’nin 5, sicakligin 30°C ve fermentasyon siiresinin 72 saat
oldugunda ulasilabildigi bildirilmistir (Zhang et al. 2017a). Benzer sekilde Cataldo et al. (2020)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada L. brevis 2013 susunun 267 mM MSG konsantrasyonunda, 6,5
pH’da, 30 °C sicaklikta ve 72 saatlik fermantasyon siiresi sonunda maksimum oranda GABA
(265 mM) iretebildigi belirtilmisti. GABA iretiminde fermantasyon sartlarinin

optimizasyonuna ait bazi ¢aligmalar Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2. Baz1 LAB Suslarinin Optimum Fermantasyon Sartlarinda GABA Konsantrasyonlari

Optimum GABA

LAB susu Sartlar Konsantrasyonu Referans
80 mM MSG,
L. plantarum NDC75017 314,56 mg/100 g Shan et al. (2015)
18 uM PLP ve 36 °C
L. plantarum NTU102 %0,6 MSG, 37 °C 33 mg/L Tung et al. (2011)
250 mM glutamik asit ]
L. plantarum 195,5 ppm Zarei et al. (2020)
37,27 °C ve pH 5,19
) %5 MSG,
L. buchneri 251 mM Cho et al. (2007)
pH 5,0 ve 30°C
L. brevis 877G 29,57 mM MSG 22,51 mM Seo et al. (2013)
L. brevis %3 MSG,30 °C 149,05 mM Li et al. (2008)
L. rhamnosus YS9 20 mM MSG 187 mM Lin (2013)
200 uM PLP
S. thermophilus 0,20D mL*, 2,905 g/L Liu et al. (2014)
QYW-LYS1 34 °C ve 72 saat
S. thermophilus fmb5 38,8°C,20 g/L MSG 9,66 g/L Chen et al. (2018)
L. lactis 110 mg/100 mL MSG 226,22 mg/100 g Bhanwar et al. (2013)
pH5
L. lactis pH 4,8,3,0 mg glutamat 23 mg/30 g Gardner-Fortier et al. (2013)
Lactobacillus sp. Makhdzir 360 mM glutamik asit 3,818 mg/mL Gharehyakheh (2021)
Naser-1 36 °CvepH 4,4

Tiim bunlara ek olarak fermantasyon yoluyla yiiksek GABA {iiretiminin sadece kiiltiir
ortaminin optimizasyonuna degil, ayni zamanda GABA’nin degradasyonuna sebep olan
GABA-aminotransferaz ve semialdehit dehidrogenaz enzimlerinin inhibe edilmesine de bagh
oldugu bildirilmistir. Semialdehit dehidrogenaz enziminin pH 8,4’de, GABA-aminotransferaz
enziminin ise pH 8,5’da yiiksek aktivite gostererek GABA miktarin1 azaltabilecekleri, bu
nedenle bir tampon vasitasiyla bu iki enzimin aktivitesi engellenerek GABA’nin

degradasyonunun 6nlenebilecegi belirtilmistir (Dhakal et al. 2012; Sahab et al. 2020).

Gidalarin GABA ile zenginlestirilmesi

GABA’nin saglik iizerinde bir¢ok biyolojik ve fonksiyonel etkiye sahip olmasi, ayrica
insan ve hayvanlar tizerinde yapilan klinik caligmalar ile saglik adina umut verici sonuglarin
elde edilmesi gidalardaki GABA igeriginin artirilmasina yonelik bir¢ok yaklagimi ortaya
¢ikarmigtir. Bu yaklagimlardan biri bitkilerde dogal olarak az miktarda bulunan GABA’ nin dis
kaynakli stres kosullarinin saglanmasi ile miktarinin artirilmasina odaklanmistir. Bitkilerde
mekanik yaralanma, anoksi, sicak/soguk sok ve tuzluluk gibi abiyotik stres kosullarinin GAD

aktivitelerinde hizli artisa neden oldugu, dolayistyla GABA miktarini arttirdigi belirlenmistir
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(Ding et al. 2019). Konu ile ilgili yapilan bir ¢alismada anoksi sartlarinda ¢ay yapraklarinda
olusan GABA miktar1 incelenmis, anoksi sartlarinda c¢ay yapraklarindaki GABA
konsantrasyonunun diger ¢ay yapraklarina gore 20 kat daha fazla oldugu vurgulanmistir (Liao

et al. 2017).

Diger bir yaklasimin ise yulaf, bugday, piring gibi tahil tanelerinin ¢imlendirilmesi
oldugu bildirilmistir. Kontrollii olarak yapilan ¢imlendirmenin tahillarin besin degeri ve
lezzetini artirmak amaciyla kullanildigi, GABA dahil olmak iizere bir¢ok biyoaktif bilesenin
miktarlarinda artisa neden oldugu ifade edilmistir (Ding et al. 2019). Caceres et al. (2019)
tarafindan yapilan bir ¢alismada 48 ve 96 saat boyunca ¢imlendirilmis piring ile yogurt benzeri
fermente siitler iiretilmis, en yiiksek GABA konsantrasyonunun (1,9 mg/100 g) ve ACE
inhibitor aktivitesinin (%61,5) 96 saat ¢imlendirilmis piring igeren fermente siitlerde tespit
edildigi bildirilmistir.

Gidalarin GABA ile zenginlestirilmesinde igiincii bir yaklasimin ise mikrobiyal
fermentasyon yonteminin oldugu belirtilmistir. GABA’nin gidaya dogrudan ilavesinin dogal ve
giivenilir olmadigi, GABA’nin fermantasyon yoluyla yerinde iretiminin tercih edildigi
bildirilmigtir (Chua et al. 2019). Bu agidan degerlendirildiginde GABA’nin dogal olarak
bakteri, maya, kiif gibi mikroorganizmalar tarafindan tiretilebildigi, 6zellikle de GRAS olarak
kabul edilmeleri nedeniyle LAB’larin 6nemli potansiyele sahip oldugu ifade edilmistir (Diana
et al. 2014b). Bu nedenle GABA iireten LAB suslarinin gesitli gidalarin iiretiminde fonksiyonel
kiiltiir olarak kullanimmna yonelik arastirmalarin sayis1 artis gostermistir. Ulkemizde ise
gidalarin GABA ile zenginlestirilmesine yonelik ¢cok az sayida galisma mevcuttur. Ozer
(2019b) tarafindan yapilan ¢alismada probiyotik nitelikte ve GABA iiretim yetenegi gosteren
LAB’lar ile fonksiyonel bir ¢ikolata tiretilmesi amaglanmig, 6ncelikle LAB suslarinin GABA
tiretim yetenegi farkli metotlar ile incelenmis, L. rhamnosus NRRL-B442 susunun en yiiksek
GABA konsantrasyonuna (59,0 mg/L) sahip oldugu belirlenmistir. S6z konusu bakteri daha
sonra mikroenkapsiile edilerek c¢ikolataya ilave edilmis ve bdyle bir iriiniin anksiyete
bozuklugu olan bireylerde terapétik etkisinin olabilecegi ifade edilmistir. Alkay (2021) ise L.
plantarum JCM 1149, KCO-48 ve L. brevis ATCC 14869 suslarin bozada GABA iiretim
potansiyellerini degerlendirmistir. L. plantarum+MSG’li boza 6rneginde GABA miktarinin L.
brevistMSG igeren boza 6rneginden fazla oldugunu ve depolama siiresince GABA oraninin

azaldigin bildirmistir.

Siit tirlinleri agisindan degerlendirildiginde GABA iiretme yetenegine sahip suslarin
fermente siit liretiminde (Minervini et al. 2009; Nejati et al. 2013), yogurt tiretiminde (Linares

et al. 2016; El-Fattah et al. 2018) ve peynir tiretiminde (Wang et al. 2010; Carafa et al. 2015;
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Renes et al. 2019) kullanimina yonelik arastirmalar bulunmaktadir. Asagida fermente siit

tiriinlerinin GABA ile zenginlestirilmesine yonelik bazi arastirmalar 6zet halinde verilmistir.

Minervini et al. (2009) farkli LAB suslarini (S. thermophilus CR12, L. casei LCO1, L.
helveticus PR4, L. plantarum 1288) tek ya da kombine halde kullanarak 8 farkli fermente kegi
stitii tiretmisler, 4 °C de 45 giin boyunca depolayarak GABA olusumu agisindan incelemislerdir.
Sonug olarak arastirmacilar, en yiiksek GABA igerigini (30,86 mg/kg) S. thermophilus CR12,
L. casei LCO1, L. plantarum 1288 kiiltiir kombinasyonunu igeren fermente siit drneginde tespit

etmislerdir.

Wang et al. (2010) kimizdan izole ettikleri probiyotik L. casei’nin bir susunu farkli
oranlarda (%0,1, %1 ve %2) Cheddar peynirinin iiretiminde kullanmislar, L. casei ilave ettikleri
peynirlerin tiimiiniin kontrol Ornegine gore daha yiiksek oranda GABA igerdigini
bildirmislerdir. Ilaveten en yiiksek GABA konsantrasyonunun (677,35 mg/kg) %2 oraninda
probiyotik kiiltiir iceren peynirde oldugunu belirtmislerdir.

Servili et al. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada polifenoller ve GABA ile
zenginlestirilmis fonksiyonel bir fermente siit i¢eceginin iiretilmesi amaciyla Siite farkl
konsantrasyonlarda (100 ve 200 mg/L) fenolik madde ilave edilmis ve L. plantarum C48 ile L.
paracasei 15N suslariyla fermente edilmistir. Depolama boyunca glutamik asit
konsantrasyonunun azaldigi, bu durumun glutamik asidin GABA’ya doniismesinden
kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Ayn1 zamanda fermente siitlerde GABA konsantrasyonunun
depolama periyodu boyunca arttig1, en yiiksek GABA konsantrasyonunun (67,0 mg/L) ise
depolamanin 30. giiniinde elde edildigi belirtilmistir.

Nejati et al. (2013) GABA f{iretimini tesvik etmesi amaciyla 20 mmol/L glutamik asit
iceren siitlerden L. lactis DIBCA2 ve L. plantarum PU11 suslarin1 kullanarak irettikleri
fermente siitteki GABA konsantrasyonunun 144,5 mg/kg oldugunu, bdyle bir fermente siit
tirliniiniin hafif hipertansiyon tedavisi igin fonksiyonel bir iiriin olarak kullanilabilecegini ifade

etmislerdir.

Linares et al. (2016) baligin sindirim sisteminden izole ettikleri S. thermophilus
APCI151 susunu yogurt iliretiminde kullanarak 21 giinliikk depolama siiresince yogurtlarin
GABA igerigini incelemislerdir. Kontrol yogurdunda GABA’nin tespit edilemedigini belirten
arastirmacilar, en yiikksek GABA konsantrasyonunu (2 mg/mL) fermantasyonun sonunda elde

ettiklerini ve depolama boyunca GABA miktarinin sabit kaldigini belirtmislerdir.

El — Fattah et al. (2018) yaptiklar1 bir galismada biyoaktif bilegenler i¢eren fonksiyonel

bir yogurt iretimi i¢in yogurt starter kiiltlirlerine (L. delbrueckii subsp. bulgaricus, S.
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thermophilus) ek olarak yiiksek proteolitik aktiviteye sahip suslari (L. cremoris-L. lactis, L.
helveticus Lh-B02, L. rhamnosus B-1445) yardimci kiiltiir olarak kullanmislardir. Ayrica kismi
proteoliz igin siite tripsin (2,5 mg/100g) ilave ederek 14 giinliik depolama siiresince yogurdun
bazi kalite kriterlerini ve biyoaktif 6zelliklerini incelemislerdir. Depolama boyunca yogurtlarda
GABA igeriginin arttigin1 gézlemleyen arastirmacilar, en yiiksek GABA igerigini (10,33
mg/100 mL) ise depolamanin 14. giiniinde tripsin ve yardime kiiltiirlerin birlikte kullanildigi

yogurtta belirlemislerdir.

Zhou et al. (2019) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada L. helveticus H9 susu 4 farkli
konsantrasyonda (1x10°, 2x10°, 5x10° ve 1x10” kob/mL) yogurt kiiltiirii (S. thermophilus ve L.
delbrueckii ssp. bulgaricus) ile birlikte kullanilmis, en yiiksek GABA seviyesinin (71,28 mg/L)
depolamanin 28. giiniinde belirlendigi ifade edilmistir. Ayn1 zamanda arastirmacilar GABA

seviyesinin susun konsantrasyonundan énemli derecede etkilenmedigini bildirmislerdir.

Han et al. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada kimizdan izole edilen 100 adet susdan
(50 adet S. thermophilus susu ve 50 adet Lactobacillus susu) 10 tanesinin GAD genine sahip
oldugu, ancak sadece 2 adet S. thermophilus susunun siit ortaminda GABA irettigi
bildirilmistir. Iki sus arasinda en yiiksek GABA veriminin ise S. thermophilus CGMCC 14810
susunda belirlendigi, bu susun fermantasyondan 48 saat sonra kazein ilaveli rekonstiite siit
ortaminda 5,4 g/LL GABA irettigi, hatta L. rhamnosus varliginda ise bu oranin 8,3 g/L’ye ¢iktig1
bildirilmistir.

Jitpakdee et al. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada ¢ig siit ve ¢esitli fermente
gidalardan izole edilen P. pentosaceus ENM104 ile L. plantarum SPS109 suslari
kombinasyonlar halinde fermente siit {iretiminde starter olarak kullanilmus, siitler 35 °C’de 72
saat fermantasyona birakilmistir. Sonu¢ olarak GABA miktarinin en fazla (4,58 pg/mL) L.
plantarum SPS109 iceren siitte bulundugu ifade edilmistir. iki susun birlikte kullanilmas:

halinde ise GABA miktarinin 4,47 pg/mL oldugu goriilmustiir.

Khanlari et al. (2021) GABA iireten Enterococcus faecium MDM21 ve W. confusa
MDMS suslarini L. lactis subsp. lactis BRM3 ile kombinasyon halinde fermente siit {iretiminde
kullanmislar, yogurtlarda GABA konsantrasyonunun 8-136 mg/L arasinda degistigini
belirlemislerdir. Arastirmacilar en yiiksek GABA konsantrasyonunu E. faecium MDM21 ve L.
lactis subsp. lactis BRM3 suslariin birlikte kullanildigi yogurtta tespit ettiklerini, boyle bir

irlinlin yeni bir fonksiyonel gida olarak kabul edilebilecegini bildirmislerdir.
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Biyoaktif Peptitler

Son yillarda yapilan bir¢ok arastirma gida kaynakli proteinlerin besleyici degerinin yani
sira saglik tizerinde de olumlu etkilere sahip oldugunu gostermistir. Proteinlerin bu etkisi
yapisal protein iginde inaktif olan, ancak bazi in-vivo ya da in-vitro sartlardaki enzimatik
faaliyetler sonucu agiga ¢ikarak aktif hale gegen ve 6nemli fizyolojik rollere sahip olan spesifik
protein fragmentlerinden kaynaklanmaktadir. Biyoaktif peptid olarak tanimlanan bu
fragmentler ti¢ farkli yolla tiretilebilmektedir. Bunlardan birincisi mikrobiyal veya bitkisel
kaynakli enzimlerin yardimiyla proteinlerin hidrolize olmasi, ikincisi proteolitik starter
kiiltirlerle fermentasyon ve olgunlagsma siirecinde olugmasi, sonuncusu ise gastointestinal

sistemde gecis boyunca sindirim enzimleri tarafindan tiretilmesidir (Daliri et al. 2017).

Biyoaktif peptidler, diisiik molekiil agirliginda olup 2 ile 20 amino asit tinitesinden
olugmakta ve bu amino asitler amid veya peptid baglar1 olarak da bilinen kovalent baglarla
birlesmektedir (Sanchez and Vazquez 2017). Diizenli ve yeterli beslenme ile viicuda alinan
biyoaktif peptidlerin kardiyovaskiiler, bagisiklik, sinir ve sindirim sistemleri tizerinde
potansiyel ayarlayicit ve/veya diizenleyici gorevler iistlendigi bilinmektedir (Korhonen and
Pihlanto 2006). Biyoaktivitelerinin amino asit kompozisyonuna, amino (N-) ve karboksil (C-)
ucundaki amino asit tipine, peptid zincir uzunluguna, molekiil agirligina, amino asitlerin yiik
karakterlerine, hidrofobik ve hidrofilik 6zelliklerine bagli oldugu, boyutlarinin kii¢iik olmalari
nedeniyle daha kolay absorbe edildikleri bildirilmistir (Semen ve Altintas, 2015; Simsek ve
Kili¢ 2016).

Siit, yumurta, et, balik gibi hayvansal gidalarin yani sira soya, bugday, misir gibi bitkisel
kaynakli gidalarin da biyoaktif peptitlerin potansiyel kaynagini olusturdugu, bununla birlikte
biyoaktif peptitler i¢in en iyi kaynagin siit iiriinleri oldugu ifade edilmistir (Mo6ller et al. 2008;
Sanchez and Vazquez 2017). Ozellikle kazein biyoaktif peptidlerin baslica kaynagi olarak
kabul edilmektedir. Gida kaynakli biyoaktif peptitlerin antihipertansif (ACE inhibitor
peptidleri), antimikrobiyal, antioksidatif, antidiyabetik, antitrombotik, mineral baglayicilik ve
opioid etki (yatistiric1 etki) gibi birgok fizyolojik etkiye sahip oldugu ve bazi biyoaktif
peptitlerin birden fazla fizyolojik etkiyi bir arada gosterebildigi bildirilmistir (Kinik ve Giirsoy,
2002; Giirsoy vd 2015). Siitiin fermantasyonu ya da olgunlasma sirasinda 6zellikle LAB’larin
yapisindaki proteolitik enzimler ile kazeinin hidrolize olabildigi ve sonug¢ olarak biyolojik
degere sahip peptitlerin olusabilecegi bilinmektedir. Biyoaktif peptitler ile ilgili son yirmi yilda
yapilmis ¢ok sayida arastirma bulunmakla birlikte; ACE inhibor aktivitesi basta olmak tizere
biyoaktif peptitlerin olusumunu saglayabilecek yeni suslarin belirlenmesi ve ¢esitli iiriinlerde

bu suslarin s6z konusu peptitlerin olusumu agisindan degerlendirilmesi 6nem tasimaktadir.
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Biyoaktif peptitlerin insan saglig1 tizerindeki olumlu etkileri g6z 6niine alindiginda bu peptitler
ile zenginlestirilmis fonksiyonel gidalarin 6nemi de giderek artmaktadir. Nitekim yapilan
calismalarda siit proteinleri g¢esitli proteolitik ajanlar kullanilarak biyoaktif peptid olusumu
acisindan incelenmistir (Minervini et al. 2003; Hayes et al. 2006; Donkor et al. 2007; Parmar
et al. 2020; Hao et al. 2021). Aym1 zamanda bu peptitlerin izolasyon ve identifikasyonuna
yonelik arastirmalar da mevcuttur. Tablo 3’de siit proteinlerinden gesitli mikroorganizmalar ve

enzimler kullanilarak elde edilen bazi biyoaktif peptitler ve 6zellikleri verilmistir.

Tablo 3. Siit Proteini Kaynakli Bazi Biyoaktif Peptitler

Tamimlanan Biyoaktif izolasyon Biyoaktif

Peptitler Kaynag Ozellik Referans

as1-CN f(1-9),
B-CN f(60-68)
B-CN f(73-82)
RLSFNP

Ser-Lys—Val-Tyr-Pro

PYVRYL, LVYPFTGPIPN

as1-CN f(1-9)

as1-CN f(24-32)

k-CN f(96-102)

B-CN (f193-209)
as2-CN (f19-23),
B-CN (f193-198)
as2-CN(f151-181)

B-lg (f14-18)

as1-CN f(99-109),
as2-CN(183-207)
k-CN f(106-169)
as1-CN f(22-30)
as1-CN f(24-33)
as;-CN f(10-21)

k-CN f(106-115)
B-CN f(60-68)
YQEPVLGPVRGPFPIIV,
YQEPVLGPVRGPFPI

k-CN f(96-106)
B-CN f(199-207)

as1-CN f(195-205)

B-CN f(212-221)

Gouda peyniri

Fermente sit
Eksi siit

Dahi
Kefir

Cedar peyniri

Yogurt

Siit
Serum proteini

Kazein

Kazein

Cesitli peynirler

Kolostrum

Fermente siit
Fermente siit

Fermente siit

Fermente siit

ACE inhibitor

ACE inhibitor
ACE inhibitor

ACE inhibitor
ACE inhibitor

ACE inhibitor

ACE inhibitor

Antimikrobiyal
Antimikrobiyal

Antimikrobiyal
Antimikrobiyal

Antimikrobiyal

Antimikrobiyal

Antioksidan

Antioksidan
Antioksidan-
Antimikrobiyal
Antioksidan-
ACE inhibitor

Saito et al. (2000)

Gobbetti et al. (2000)
Guo et al. (2018)
Ashar and Chand
(2004)

Quiros et al. (2005)

Ong and Shah (2008)

Donkor et al. (2007)

Liu et al. (2015)
Theolier et al. (2013)

McCann et al. (2006)
Malkoski et al. (2001)

Rizzello et al. (2005)

Birkemo et al. (2009)

Kudoh et al. (2001)
Rana et al. (2018)
Rubak et al. (2021)

Rubak et al. (2021)

ACE inhibitor peptitler

Hipertansiyon, onleyici ve tedavi edici yaklasimlarin bulunmasina ragmen diinya

capinda en sik goriilen kronik hastaliklardan biridir. Inme, kalp hastaligi, kronik bdbrek

hastalig1 ve yeti yitimini 6nemli 6l¢lide artiran hipertansiyon, kiiresel bir risk faktorii olmaya
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devam etmektedir (Tian and Liang 2021). Tim diinyadaki 6lim nedenleri arasinda
hipertansiyonun ii¢lincii sirada yer aldigi, erigkin oliimlerinin ise %12,8’ini olusturdugu
bildirilmektedir. Bununla birlikte her yil 9,4 milyon kisinin hipertansiyon ve hipertansiyona
bagli komplikasyonlardan dolay1 hayatin1 kaybettigi tahmin edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) ne gore, gelismekte olan iilkelerdeki kalp hastaliklarina bagl dliimlerin %45°i, inmeye
bagl oliimlerin %51°1 hipertansiyondan kaynakli ger¢eklesmektedir (Deniz Akan vd 2020).
Hipertansiyonun farmakolojik tedavisinde antihipertansif etki gosteren ditiretikler, beta
blokerleri, kalsiyum kanal blokerleri, anjiyotensin donistiiriici enzim inhibitérleri ve
anjiyotensin II reseptor antagonistleri gibi birgok ilag grubu kullanilmaktadir (Bakir ve Sahin

2020).

Kininaz veya dipeptidil karboksipeptidaz olarak da bilinen Angiotensin Converting
Enzimi (EN 3.4.15.1) kan basincinin ve elektrolit dengesinin diizenlenmesinde gorev alan bir
enzimdir (Kumar et al. 2010). Viicudun farkli dokularinda lokalize halde olan ACE, kan
basincini diizenleyen renin-angiotensin ve kallikrein-kenin sistemleri ile iliskilendirilmektedir
(Nagpal et al. 2011; Guo et al. 2018). Renin araciligiyla inaktif bir Oncii olan
Angiotensinojen’den Angiotensin—|I olusmakta, ACE ise Angiotensin I’i damarlarin
daralmasina (vazokonstraktor) neden olan angiotensin II’ye doniistiirmektedir. Angiotensin |1
vaskiiler direnci artirarak, ayrica su ve sodyumun bobreklerden kana geri emilimini artiran
Aldosteron’un da aci8a c¢ikmasimi stimiile ederek kan basincinin yiikselmesine sebep
olmaktadir. ACE ayni1 zamanda damarlarin genislemesini saglayan (vazodilator) Bradykinin’i
inaktif hale getirmekte ve boylece hipertansiyona yol agmaktadir (Lahogue et al. 2010; Shori
et al. 2013; Mada et al. 2020). ACE-inhibitor peptitleri bu etkileri bloke ederek kan basincini
diistirmektedir. ACE inhibisyonunun angiotensin Il seviyesinde azalma, bradykinin seviyesinde
ise bir artis saglayarak kan basincinin diismesinde 6nemli bir role sahip oldugu ifade
edilmektedir (Donkor et al. 2007). ACE’nin renin-angiotensin ve Kallikrein-kenin

sistemlerindeki rolii Sekil 6’da sematize edilmistir.

ACE inhibitor peptidi ilk olarak yilan zehirinden elde edilmis (Kostis et al. 2018), daha
sonradan iretilen sentetik ACE inhibitor peptitleri hipertansiyon tedavisinde kullanilmaya
baslanmigtir. Kaptopril, enalapril, lisinopril ve temokapril gibi sentetik ilaglar gilinlimiizde
hipertansiyonun klinik tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglarin uzun siireli
kullaniminda 6ksiiriik, deride dokiintii, anjiyoddem gibi gii¢lii yan etkilerin ortaya ¢iktig1 ifade
edilmistir (Vercruysse et al. 2005; Li et al. 2017). Bu yiizden giivenilir ve dogal olmasi
sebebiyle gida kaynakli proteinlerden ACE inhibitorlerinin iiretimine yonelik arastirmalar

onem kazanmaya baglamistir.
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Renin-Angiotensin Sistemi Kallikrein-Kenin Sistemi

Angiotensinojen Kininojen
Renin Kallikrein
v
Angiotensin —I Bradykinin ——»Vazodilasyon

+——>4+- ACE ——¢&—» l

= y /
-\nexotensm O [ACE mnhibitdrler | Inaktif Vaskiiler direncin
/ \ fragmentler azalmas:
Vazokonstraksiyon Aldosteron salinimi Kan basincinin
digmesi

Vaskiiler direncin artmasi Su ve Na™"un geri emilimi

N

Kan basincimin artmasi

Sekil 6. ACE inhibitorlerinin renin-angiotensin ve kallikrein-kenin sistemlerindeki rolii
(Kumar et al. 2010)

Gida kaynakli ACE inhibitor peptitlerin yapi—aktivite iligskisi heniiz tam olarak
anlasilmamig olmakla birlikte, bir ACE inhibe edici peptitin nihai giiciinii etkiledigi goriinen
birkag yapisal 6zellik tanimlanmistir. Amino asit diziliminin, kompozisyonunun, C-terminal
veya N- terminalinde bulunan amino asitlerin ACE inhibitor aktivitesi agisindan 6nem arz ettigi
belirtilmistir. Ozellikle C-terminalinde bulunan hidrofobik ve pozitif yiiklii kalintilar ile ACE
inhibitor aktivitesi arasinda bir korelasyon oldugu bildirilmistir. C-terminalinde triptofan,
tirozin, fenil alanin ve prolin gibi hidrofobik amino asitler iceren peptitlerin substrat olarak
kullanildigi ve ACE inhibisyonunda oldukga etkili olduklari ifade edilmektedir (Vermeirssen
et al. 2004; Nagpal et al. 2011; FitzGerald et al. 2020). Yapilan ¢alismalarda kazeinden izole
edilen ve C terminalinde Pro ve Tyr bulunduran LHLPLP, YQKFPQY peptitlerinin giiglii ACE
inhibitor ve antihipertansif etkiye sahip olduklari belirlenmistir (Quiros et al. 2008; Del Mar
Contreras et al. 2009). Benzer sekilde B-kazein’nin mikrobiyal bir enzimle par¢alanmasiyla
elde edilen ve 7 amino asit zincirinden olusan (Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro-GIn) bir peptidin C-
terminalinden GIn amino asidi uzaklastirildiginda olusan hekzapeptidin kuvvetli ACE inhibitor
etkisi gosterdigi bildirilmistir (Maeno et al. 1996). Bununla birlikte Lys ve Arg gibi pozitif
yiiklii amino asitlerin de inhibisyona énemli 6l¢lide katkida bulundugu rapor edilmistir (Murray
and Fitzgerald 2007).
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ACE inhibitorlerinin siit, jelatin, misir, soya fasiilyesi, bugday, deniz {irlinleri gibi ¢esitli
gidalardan izole edildigi bildirilmistir (Vercruysse et al. 2005). Gida proteinleri arasinda
bilhassa siit proteinleri (kazein ve serum proteinleri) ACE inhibitér peptidlerinin temel
kaynagini olusturmaktadir. Serum proteinleri a-laktoalbumin ve B-laktoglobulin’den izole
edilen Tyr-Gly-Leu-Phe ve Tyr-Leu-Leu-Phe peptitlerinin ACE inhibisyon aktivitesine sahip
olduklar ifade edilmistir (Nagpal et al. 2011). Kazein kaynakli peptitlerin ise en bilineni ve en
cok caligilan1 valin-prolin-prolin (VPP) ve izoldsin-prolin-prolin (IPP) olup, bu peptitlerin
giglii ACE inhibitor aktivitesi ve in vivo sartlarda antihipertansif etki gosterdigi
bildirilmektedir (Robert et al. 2004; Shuangquan et al. 2008). Nitekim bu iki tripeptiti i¢eren
fermente siitler Calpis® ve Evolus® ticari adiyla iiretilip satisa sunulmaktadir (Nagpal et al.
2011). Yiiksek tansiyonlu fareler {izerinde yapilan bir caligmada da 14 hafta boyunca VPP ve
IPP igeren fermente siitiin tliketilmesiyle kan basincinin 6nemli diizeyde azaldigi, sadece yagsiz

siit ile beslenen grubun kan basincinda bir degisiklik olmadig bildirilmistir (Sipola et al. 2002).

Gida kaynakli ACE inhibitorlerinin genelde proteinlerin pepsin, tripsin ve kimotripsin
gibi sindirim enzimleri tarafindan hidrolize edilmesiyle tiretildigi belirtilmistir. Bununla birlikte
fermantasyon isleminin de bu peptitlerin olusumunda dikkat ¢ekici bir yaklagim oldugu ifade
edilmistir. LAB’1n fermantasyon sirasinda sahip olduklar1 proteinaz enzimi ile kazein basta
olmak iizere siit proteinlerinden farkli konsantrasyonlarda ACE inhibitor peptidleri tirettikleri
bildirilmistir. Bunlardan L. lactis, L. casei, B. bifidum, L. paracasei, L. acidophilus, L. jensenii,
L. mesentereoides ve L. helveticus’un yiiksek oranda ACE inhibitor aktivitesi meydana getiren
LAB’lar arasinda yer aldig1 ifade edilmistir (Papadimitriou et al. 2007; Minervini et al. 2009;
Pihlanto et al. 2010; Gonzalez-Gonzalez et al. 2011; Nejati et al. 2013). Bu LAB’lar ¢esitli
fermente siit {irlinlerinin tiretiminde kullanilmis ve ilgi ¢ekici sonuglar alinmigtir. Bu konuyla

ilgili tilkemizde ve diinyada yapilan ¢alismalardan bazilari asagida kisaca 6zetlenmistir.

Papadimitriou et al. (2007) yogurt kiiltiirti (L. delbrueckii subsp. bulgaricus Y10.13 ve
S. thermophilus Y10.7) ve L. paracasei subsp. paracasei DC412 susunu farkli kombinasyonlar
halinde koyun yogurdu iiretiminde kullanmislar, en yiiksek ACE inhibitor aktivitesini {i¢ susun
birlikte kullanildig1 yogurtta tespit etmislerdir. ACE inhibitor aktivitesinin depolama boyunca
peptid igerigi ile pozitif korelasyon gostererek arttigini, ayrica antihipertansif etki gosteren f3-
CN f114-121 fragmentinin olustugunu bildirmislerdir. ilave olarak bu sonuglarimn L. bulgaricus
Y10.13 ve L. paracasei DC412 suslarmin yiiksek proteolitik aktivitesi ile

iliskilendirilebilecegini belirtmislerdir.

Unal and Akalin (2012) yogurda farkli oranlarda (%2 ve %4) yagsiz siit tozu, sodyum

kalsiyum kazeinat ve peynir alti suyu protein konsantresi ilavesinin ACE inhibitor aktivitesine
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etkisini arastirmislar, yogurtlarin ACE inhibitér aktivitesinin %61,31-%96,61, 1C50
degerlerinin ise 0,32—-2,10 mg/mL arasinda degistigini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda en yiiksek
ACE inhibitor kapasitesini %4 peynir alt1 suyu protein konsantresi iceren yogurtta, en diisiik
degerin ise %2 yagsiz siit tozu iceren yogurtta tespit edildigini, peynir alti suyu protein
konsantresi ilavesinin ACE inhibit6r aktivitesi agisindan sodyum kalsiyum kazeinata gore daha

etkili oldugunu ifade etmislerdir.

El-Fattah et al. (2018) yogurt starter kiiltiirleri, yiiksek proteolitik aktiviteye sahip suslar
(L. cremoris lactis, L. helveticus Lh-B02, L. rhamnosus B-1445) ve tripsin enzimi kullanarak
tiretmis olduklar1 yogurtlarda ACE inhibitér aktivitesinin depolama boyunca arttigini, en
yilksek ACE inhibitor aktivitesini (%89,17) tripsin ve karisik kiiltiir iceren yogurtta
belirlediklerini rapor etmislerdir.

Abdel-Hamid et al. (2019) L. casei ATCC 393 susu ile iiretilen fermente siitte depolama
boyunca ACE inhibitor aktivitesinin artis gosterdigini, IC50 degerlerinin ise azaldigini, sonug
olarak L. casei ATCC 393 susunun siit proteinlerinden biyoaktif peptid iiretme yeteneginin

bulundugunu bildirmislerdir.

Li et al. (2019a) yaptiklar1 ¢alismada L. helveticus KLDS.31 ve L. casei KLDS.105
suslarinin bulundugu fermente siitte fermantasyon sicakliginin ACE inhibitor aktivitesine
etkisini aragtirmiglar, ayrica olusan ACE inhibitor peptitlerini izole edip saflastirmiglardir.
Arastirmacilar 37 °C’de fermente edilen siitiin ACE inhibitor aktivitesinin 42 °C’de fermente
edilene gore 6nemli derecede yiiksek oldugunu, saflastirdiklari dért ACE inhibitorii peptidin
amino asit diziliminin Lys-Pro-Ala-Gly-Asp-Phe, Lys-Ala-Ala-Leu-Ser-Gly-Met, Lys-Lys-
Ala-Ala-Met-Ala-Met  ve  Leu-Asp-His-Val-Pro-Gly-Gly-Ala-Arg  seklinde  oldugunu
bildirmiglerdir.

Cavalheiro et al. (2020) protein igeriginin ve proteolitik sus Kullanimimim biyoaktif
peptitlerin olusumuna etkisini arastirdiklar1 ¢calismada, protein ve proteolitik kiiltiir ilavesi ile
tiretilen yogurtta ACE inhibitor aktivitesinin kontrol yogurduna gore yliksek oldugunu, ayrica
L. helveticus LH-B02 susunun ACE inhibitorii oldugu bildirilen asi-kazein f(24-32) ve B-

kazein f(193-209)’nin olusumunu tesvik ettigini ifade etmislerdir.

Rubak et al. (2020) tarafindan yapilan bir arastirmada 10 farkli LAB susu fermente siit
tiretiminde kullanilarak ACE inhibisyonu incelenmis ve ACE inhibitor peptitleri karakterize
edilmistir. Arastirma sonucunda en yiiksek ACE inhibisyon aktivitesinin (sirasiyla %57,36 ve
%56,53) L. kefiri YK4 ve L. kefiri JK17 suslarinin bulundugu fermente siitlerde tespit edildigi
bildirilmistir.
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Erkaya-Kotan (2020) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada farkli oranlarda (%0,5, %1,
%1,5 ve %2) portakal lifi i¢eren probiyotik yogurtlarda en diisiik ACE inhibitor aktivitesinin
(%32,52) depolamanin 1. giiniinde lif igermeyen kontrol yogurdunda, en yiiksek ACE inhibitor
aktivitesinin (%58,50) ise depolama sonunda %1 lif igeren yogurtta tespit edildigi bildirilmistir.

Antioksidatif peptitler

Hidroksil radikalleri, siiperoksit anyonlar1 ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
tirleri ile nitrik oksit ve peroksinitrit gibi reaktif nitrojen kaynaklar1 biyosinyal iiretimi ve
enfeksiyonlara karsi savunma saglama gibi viicutta hayati roller oynayan serbest radikallerdir
(Liu et al. 2016; Chai et al. 2017). Bu radikaller giinliik fizyolojik siire¢lerin normal seyrinde
tiretildiginde canli organizma tarafindan koruyucu enzimler (glutatyon peroksidaz, katalaz ve
stiperoksit dismutaz) gibi savunma sistemleri ile noétralize ve elimine edilebilmektedir
(Nwachukwu and Aluko 2019). Ancak elektron transport sistemi, bazi enzimatik reaksiyonlar,
oksidasyon reaksiyonlar1 gibi metabolik olaylar ile UV 1sinlari, radyasyon, ilag yan etkileri,
sigara, beslenme, kanserojen maddeler gibi dis kaynaklardan dolay:r serbest radikallerin asir
miktarda olusumu savunma sisteminin yetersiz kalmasina neden olarak DNA, proteinler ve
membran lipidleri gibi ¢esitli hiicresel bilesenlerde oksidatif strese neden olabilmektedir. Tiim
bu faktorlere bagl olarak erken yaslanma, diyabet, kanser, nérodejeneratif ve inflamatuar
hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir (Giizel vd 2013; Sila and Bougatef 2016). Serbest radikaller
sadece canli organizmalarda degil ayn1 zamanda gidalarda da oksidatif bozulmalara yol agarak
kaliteyi onemli diizeyde etkilemektedir. Gida iiriinlerinin islenmesi ve depolanmasi sirasinda
kat1 ve s1vi yaglarda meydana gelen oksidasyon lipit kalitesini diisiirerek besleyici degerlerini
azaltmakta, ayn1 zamanda toksik yan friinlerin olusumuna da neden olabilmektedir. Lipid
oksidasyonu gidalarda acilagmanin ve raf Omriiniin kisalmasinin baglica nedeni olarak

goriilmektedir (Sarmadi and Ismail 2010; Chai et al. 2017).

Gidalarda lipid oksidasyonunun Onlenmesi ve insan sagliginin korunmasi amaciyla
serbest radikal olusumunun engellenmesi gerekmektedir. Antioksidanlar, serbest radikallerin
olusumunu oOnleyerek, notralize ederek veya radikal zincir reaksiyonlarinin ilerlemesini
geciktirerek olumsuz etkilerini inhibe eden maddelerdir. Gidalarda oksidasyonu kontrol altinda
tutmak i¢in biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol (BHA), propil gallat
gibi sentetik antioksidanlar gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir. S6z konusu sentetik
antioksidanlar giiclii antioksidan aktivite gosterseler de saglik agisindan risk tasimalari
sebebiyle kullanimlart kisitlanmigtir (Liu et al. 2016; Chai et al. 2017). Bu nedenle sentetik
antioksidanlarin yerini alacak dogal ve yenilebilir kaynaklardan elde edilen yeni ve giivenli

antioksidan bilesiklerin bulunmasina yonelik bir egilim bulunmakta, 6zellikle o-tokoferol,
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fenolik bilesikler, askorbik asit gibi dogal antioksidanlar yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bununla birlikte son donemde gida kaynakli antioksidatif peptitler de ilgi gormeye baslamis,
bu peptitler yumurta, balik, soya fasulyesi, deniz yosunu ve fermente siit tirtinleri gibi ¢esitli

protein substratlarinin hidrolize edilmesiyle tiretilmislerdir (Lemes et al. 2016).

Peptitlerin antioksidan aktivitelerinin yapilarinda bulunan amino asitlerle iligkili oldugu
belirtilmis, prolin, histidin, tirozin, fenilalanin ve triptofan gibi hidrofobik ve aromatik amino
asitler ile sistein gibi kiikiirt igeren amino asitlerin serbest radikallere proton transfer ederek;
lisin, arginin, aspartat ve glutamat gibi asidik ve bazik amino asitlerin ise metal iyonlarini
selatlayarak antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir (Arcan and Yemenicioglu 2007; Chai
et al. 2017). Bir protein dizisinde amino asitlerin konumunun da antioksidan aktivite agisindan

onemli bir faktor oldugu vurgulanmistir (Arcan and Yemenicioglu 2007).

Siit, kazein, antioksidan enzimler (siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz), konjuge linoleik asit, vitaminler, karotenoidler gibi antioksidan 6zellik gosteren
baz1 bilesikleri yapisinda bulundurmaktadir (Fardet and Rock 2018). Siit proteinlerinin
biyoaktif peptidler agisindan miikkemmel bir kaynak oldugu ve antioksidatif peptidlerin sindirim
enzimleriyle hidroliz edilmesiyle ya da fermente siitlerde proteolitik LAB’lar ile kazein ve
serum proteinlerinden salinabilecegi ifade edilmistir (Semen ve Altintag 2015). Konuyla ilgili
yapilan bir ¢alismada pepsin ile hidrolize edilen deve siitii kazeini ve serum proteinlerinin
yiiksek oranda serbest radikal giderici peptitlere sahip oldugu rapor edilmistir (Ibrahim et al.
2018). Baska bir ¢alismada L. plantarum 55 susu kullanilarak fermente edilen siitiin peptid
fraksiyonlarinin yiiksek antioksidan aktivitesi gosterdigi bildirilmistir (Aguilar-Toala et al.
2017). Hernandez-Ledesma et al. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise o-laktoalbumin
ve PB-laktoglobulinin bazi proteolitik enzimler ile hidrolize edilmesiyle olusan peptitlerin
antioksidan aktiviteye sahip oldugu, dzellikle B-laktoglobulin kaynakli bir peptidin (Trp-Tyr-
Ser-Leu-Ala-Met-Ala-Ala-Ser-Asp-Ile) BHA’dan daha yiiksek radikal giderme etkisinin
bulundugu belirtilmistir.

De Lima et al. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada koyun siitiinden tiretilen kefirde
peptitlerin biyoaktiviteleri 28 giinliik depolama periyodu boyunca incelenmis, 2,2'-azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) radikali giderme etkisinin depolama boyunca
arttigi, 28. giinde en yiiksek seviyeye (%41,5) ulastig1 bildirilmistir. Sonug olarak antioksidan
aktiviteye sahip peptitlerin fermantasyon sonucunda olustugu ve kefirin biyoaktif peptidler

acisindan iyi bir kaynak oldugu ifade edilmistir.

Sultan et al. (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada farkli keci, inek, koyun ve bufalo

stitlerinden iiretilen yogurtlarda depolama siiresince olusan peptitlerin antioksidan aktiviteleri
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arastirtlmis, depolamanin ilk 5 giiniinde biitiin yogurt tiplerinin antioksidan aktivitelerinin
arttigi, depolamanin ilerleyen giinlerinde ise azalma oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar ilk
giinlerdeki artisin yogurt bakterilerinin aktivitelerinden, sonraki gilinlerdeki azalmanin
antioksidan ozellikli bilesiklerin degradasyonundan kaynaklanabilecegini, depolama sonunda

ise en yiiksek antioksidan aktivitenin (%39,5) ke¢i yogurdunda belirlendigini bildirmislerdir.

Sah et al. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada yogurt kiiltiirlerine ilaveten L.
acidophilus (ATCC 4356™), L. casei (ATCC 393™) ve L. paracasei subsp. paracasei (ATCC
BAAS2™) proteolitik suslar1 farkli kombinasyonlar halinde yogurt iiretiminde kullanilmas,
olusan peptitlerin biyoaktiviteleri incelenmistir. En yiiksek proteoliz derecesi (%11,91) ile en
yiiksek 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ve ABTS radikallerini giderme etkisi (sirasiyla
IC50; 1,51 ve 1,63) biitiin kiiltiirleri igeren yogurtta elde edilmistir. Arastirmacilar antioksidan
ozellikli peptid olusumunun proteoliz derecesi ile yiliksek oranda iliskili oldugunu

belirtmislerdir.

Li et al. (2013a) tarafindan yapilan bir ¢alismada kegi siitii kazeini bazi proteazlar ile
hidrolize edildikten sonra antioksidan aktivitesindeki degisim incelenmis, kazeinin hidrolizinin
antioksidan aktiviteyi 6nemli derecede arttirdigi, IC50 degerlerini ise Onemli derecede
disiirdiigii gézlemlenmistir. Ayrica kazein hidrolizatinda yiiksek antioksidan 6zellikli yeni
peptitlerin (Val-Tyr-Pro-Phe, Phe-Gly-Gly-Met-Ala-His, Phe-Pro-Tyr-Cys-Ala-Pro, Tyr-Val-
Pro-Glu-Pro-Phe ve Tyr-Pro-Pro-Tyr-Glu-Thr-Tyr) izole edildigi de vurgulanmustir.

Antimikrobiyal peptitler

Gida proteini kaynakli antimikrobiyal peptitlerin gidalarda antimikrobiyal ajanlarin
kullaniminda yeni bir alan olusturdugu, bu peptitlerin Escherichia, Helicobacter, Listeria,
Salmonella ve Staphylococcus gibi patojenik organizmalara karsi aktif oldugu ve
antibiyotiklere alternatif olarak kullanilabilecegi ileri striilmektedir (Kamali Alamdari and
Ehsani 2017).

Antimikrobiyal peptitler 11-50 amino asit uzunlugunda hidrofobik ve hidrofilik
kalintilar iceren pozitif yliklii molekiiller olarak tanimlanmaktatir. Ayrica primer ve sekonder
yapilardan meydana geldikleri, sekonder yapinin ise disiilfit baglari igeren a-heliks ve B-tabaka
formundaki ti¢ boyutlu yapilardan olustugu bildirilmistir. Peptitlerin sahip oldugu hidrofilik ve
hidrofobik amino asitler sayesinde antimikrobiyal etki gosterdigi, hidrofobik kisimlarin bakteri
membraninin lipid gruplarma, hidrofilik kisimlarin ise fosfolipid gruplarina baglanarak
membran tahribatina neden oldugu ifade edilmistir (Hancock 1997; Jenssen et al. 2006). Ayn1

zamanda katyonik yapidaki antimikrobiyal peptitler ile negatif yiiklii bakteri membrani

29



arasinda ortaya ¢ikan elektrostatik ¢ekimin ilk baglanmayi kolaylastirdigi (Gan et al. 2021), bu
faktorlerden otiirii peptitlerin membrana baglandiktan sonra birikerek por olusumu meydana
getirdigi, membran ge¢irgenliginin artmasi ile hiicre i¢i iyonlarin ve metabolitlerin disar
sizarak bakteri hiicresinin 6lmesine yol actig1 ifade edilmistir (Akiin ve Kokbas 2021; Zhang et
al. 2021).

Immiinoglobulinler, laktoferrin, laktoperoksidaz ve lizozim gibi bazi siit proteinlerinin
antimikrobiyal aktiviteleri oldugu bilinmektedir. Ote yandan son zamanlarda diger siit
proteinlerinin parcalanmasiyla ortaya c¢ikan biyoaktif peptitlerin de antimikrobiyal
Ozelliklerinin oldugu kesfedilmistir (Akalin 2014). Kazein ve serum proteinlerinin pepsin,
tripsin, kimozin, pankreatin ve kimotripsin gibi c¢esitli proteazlar ile hidrolize edilerek
antimikrobiyal peptitlerin iiretilebildigine dair ¢cok sayida arastirma bulunmaktadir. Nitekim a-
s1 kazeinin kimozin ile hidrolizi ile elde edilen “israsidin, f(1-23)” fraksiyonunun S. aureus’a
kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi, ayrica mastitis hastaligina kars1 da koruma sagladigi
bildirilmistir (Lahov and Regelson 1996; Bulca ve Giiveng 2020). Benzer sekilde yapilan bir
calisgmada pepsin kullanilarak hidrolize edilen osz-kazeininden tiiretilen f (165-181)
fraksiyonunun E. coli’ye karsi giiglii antibakteriyel etki gosterdigi belirtilmistir (Lopez-
Exposito et al. 2006). Pellegrini et al. (2001) B-laktoglobulini tripsin ile hidrolize ederek elde
ettikleri peptitlerin VAGTWY (f 15-20), AASDISLLDAQSAPLR (f 25-40), IPAVFK (f 78-
83) ve VLVLDTDYK (f 92-100) Gram (+) bakterilere karsi bakterisidal etki gosterdigini
bildirmislerdir. Tlaveten laktoferrinin hidrolitik pargalanma iiriinii olan Laktoferrisin (f 17-
41)’in katyonik, amfipatik ve a-heliks yapida oldugu, bundan dolayr Gram (-) bakterilere ve
Candida albicans’a kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi ifade edilmistir (Bulca ve Giiveng
2020). L. lactis, L. helveticus ve L. delbrueckii var. bulgaricus gibi proteinaz ve peptidaz
enzimlerine sahip olan LAB suslarinin bu enzimler sayesinde s6z konusu peptitlerin olusumunu

sagladig bildirilmistir (Mohanty et al. 2016).

Hayes et al. (2006) L. acidophilus DPC6026 susunu kullanarak fermente ettikleri siitte
kazein kaynakli “Kazeisin A {(21-29)”, “Kazeisin B {(30-37)” ve “Kazeisin C f(195-208)”
peptitlerinin olustugunu, bu peptitlerin Enterobacter sakazakii ATCC 12868 ve E. coli
DPC5063 suslaria kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigini rapor etmislerdir.

Hanifah et al. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada L. acidophilus I1A-2B4 susu ve giil
ekstrakti keci yogurdu iiretiminde kullanilmis, baz1 fizikokimyasal, mikrobiyolojik 6zellikleri
ile antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Arastirma sonucunda L. acidophilus 11A-2B4’un
Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 inhibisyon etkisinin s6z konusu susu igermeyen kontrol

yogurduna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. En yiiksek antimikrobiyal aktivitenin (19,98
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mm) ise S. aureus’a karsi belirlendigi, bu durumun fermantasyon sirasinda olusan

antimikrobiyal peptitlerden kaynaklanmig olabilecegi bildirilmistir.

Muhialdin and Algboory (2018) L. plantarum ile fermente ettikleri deve siitiinde,
“fraksiyon 147in en yliksek antimikrobiyal aktiviteyi (%20) Shigella dysenteriae’e karsi
gosterdigini belirtmis ve fermente deve siitiiniin bakteri enfeksiyonlarini azaltarak tiiketici

sagliginin korunmasinda 6nemli bir yeri oldugunu bildirmislerdir.

Rubak et al. (2021) L. delbrueckii ssp. delbrueckii BD7 ile fermente ettikleri keci
stitiiniin peptid profilini incelemisler, 37 °C’de pH 4,6’ya gelinceye kadar fermente ettikleri
stitte 28 adet ACE inhibitor peptid, 19 adet antioksidan peptid ve 10 adet antimikrobiyal
peptidin varligin1 belirlemislerdir. Birkag peptidin birden fazla biyolojik aktivite gosterdigini
ifade eden arastirmacilar, asi-kazein (f 195-205) fraksiyonunun antioksidan ve antimikrobiyal;
B-kazein (f 208-222) fraksiyonunun ise ACE inhibitor ve antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu
bildirmislerdir.
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MATERYAL ve YONTEM

Materyal
GABA iiretim yetenegi acisindan test edilen LAB izolatlar

Ev yapimi yogurtlar ile kefir danelerinden izole edilen ve genetik tanisi yapilan toplam
422 sus (264’1 yogurt, 158’1 Kefir danesi izolat1) GABA iiretme yetenegi agisindan taranmuistir.
Izolatlarin GABA iiretme yeteneklerinin belirlenmesinde GABA iiretim yetenegi oldugu
bilinen L. plantarum 56 kontrol susu olarak kullanilmistir. Test edilen tiim izolatlar ile kontrol
susu Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Béliimii Mikrobiyoloji

Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilmistir.

Fermente siitlerin iiretiminde kullanilan bakteriler

Yogurt benzeri fermente siitlerin liretiminde piht1 ve jel yapisini gelistirmek amaciyla
yogurttan izole edilen S. thermophilus 20S4 susu, GABA ile zenginlestirme amaciyla ise
GABA iiretme yetenegi oldugu belirlenen ve Beyaz peynirden izole edilen L. plantarum 156
susu kullanilmis, s6z konusu suslar Atatiirk Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii
Mikrobiyoloji Laboratuvar: Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilmistir. Ayn1 zamanda yogurt
benzeri fermente siitlerin iiretiminde peptid olusumunu tesvik etmek amaciyla yiiksek
proteolitik aktiviteye sahip oldugu bilinen L. casei ATCC 334 ve L. helveticus DPC 4571 suslart
kullanilmis, L. casei ATCC 334 susu Amerikan Kiiltir Koleksiyonu’ndan, L. helveticus DPC
4571 susu ise Inonii Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan temin edilmistir.

Siit
Yogurt benzeri fermente siitlerin {iretiminde Atatiirk Universitesi Gida ve Hayvancilik

Uygulama ve Arastirma Merkezi Mudiirligii’nden temin edilen ¢ig inek siiti kullanilmistir.

Peptitlerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde kullamilan patojen
bakteriler

Yogurt benzeri fermente siitlerde olusan peptitlerin antimikrobiyal aktivitelerinin test
edilmesinde kullanilan Staphylococcus aureus ATCC 29213, Listeria monocytogenes ATCC
7644, Bacillus cereus BC 6230, Salmonella typhimurium RSHMB 95091 ve Escherichia coli
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0157:H7 suslar1 Atatiirk Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvari

Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilmistir.

Yontem
LAB izolatlarinin aktiflestirilmesi

LAB izolatlarinin aktiflestirilmesi amaciyla; 6ncelikle -80°C’de muhafaza edilen yogurt
ve kefir danelerine ait stok izolatlardan bir 6ze dolusu alinarak uygun besiyerlerine (MRS ya
da M-17 agar) tiglii ¢izim yapilmuis, 32 °C/42 °C’de 2-3 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra safliklar1 kontrol edilen geng izolatlar DNA izolasyonu igin steril saf su

igerisine alinmistir.

Izolatlarin safliginin kontrolii icin koloni lam iizerine alinarak 1s1k mikroskobunda
incelenmis, hiicre sekli kaydedilmistir. Ayn1 zamanda izolatlar Gram boyama ve katalaz

testlerine tabii tutulmustur.

LAB izolatlarinda glutamat dekarboksilaz (GAD) varhginin belirlenmesi
DNA izolasyonu

LAB izolatlarindan DNA izolasyonu i¢in taze kiiltiirlerden 1 6ze dolusu alinip 1mL
steril saf su ile karigtirllmis, ardindan bu soliisyondan 100 pL alinarak tizerine 500 pL steril saf
su ilave edilmistir. Daha sonra 5000 x g’de 3 d santrifiij edilerek PBS (phosphate buffered
saline) ile 3 defa yikanmistir. Yikama sonunda bakteri peleti tizerine 0,1 mL %10 SDS (sodyum
dodesil sulfat) ve 0,5 mL 6 M iire ilave edilerek, 37 °C’de 20 d siire ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda 6rnekler 95 °C’de 5 d bekletilerek, 8000 x g’de 10 d santrifiij edilmistir.
Stipernatant uzaklastirilip pelet {izerine 0,1 mL 0,2 N NaOH eklenmis, 37 °C’de 10 d
bekletildikten sonra 3000 x g’de 3 d siire ile tekrar santrifiijlenmistir. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra pelet 2,5 hacim absolute etanol ile karistirilmis, -20 °C’de 2 saat
bekletilmis, 4 °C’de 13200 x g’de 15 d santrifiijlenmistir. Ardindan %70’lik etanol ile yikanarak
oda sicakliginda bekletilmigtir. DNA peleti kuruduktan sonra 20 pL Tris-EDTA
(etilendiamintetra asetik asit) tamponunda siispanse edilip PCR isleminde template (kalip)
DNA olarak kullanilmistir (Singh and Ramesh 2009). DNA kalitesinin belirlenmesi amaciyla
260nm/280nm’ de absorbans degeri Ol¢iilmiis, 1,8 olanlar saf olarak degerlendirilmistir. DNA

konsantrasyonu ise ng/pL olarak ifade edilmistir.

LAB izolatlarinda GAD geninin PCR ile belirlenmesi

LAB izolatlarinda GAD geninin varhigt PCR (Rotor-Gene Q, QIAGEN Hilden,

Almanya) cihazi kullanilarak belirlenmistir. Bu amagla GAD geninin yiiksek oranda korunmus
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bolgelerinden elde edilen Core F (5’-CCTCGAGAAGCCGATCGCTTAGTTCG-3”) ve Core
R (5’-TCATATTGACCGGTATAAGTGATGCCC-3’) primerleri kullanilmistir (Demirbas et
al. 2017). Her bir PCR karisimi1 7,5 uL PCR master mix (Real Q Plus Master Mix Green,
AMPLIQON, Danimarka), 1 pL template DNA, 1 uL Core F primer, 1 uL Core R primer ve
4,5 uL su kullanilarak hazirlanmistir. PCR isleminde kullanilan siire ve sicaklik dongiisii ise
95°C’de 15 d ilk denatiirasyon, 95°C’de 20 s denatiirasyon, 65,5°C’de 30 s baglanma ve
72°C’de 30 s uzama, 72°C 10 d son uzama ve 35 dongii olacak sekilde uygulanmistir. Kontrol

olarak GAD genine sahip oldugu bilinen L. plantarum 56 susu kullanilmistir.

Fermente siitlerin iiretiminde kullanilan suslarda GAD geninin HRM ile belirlenmesi

Fermente siitlerin tiretiminde kullanilan S. thermophilus 20S4, L. plantarum 156, L.
casei ATCC 334 ve L. helveticus DPC 4571 suslarinin GAD genine sahip olup olmadiginin
kontrol edilmesi amaciyla s6z konusu suslar kontrol susu (L. plantarum 56) ile birlikte HRM
(high-resolution melting analysis) analizine tabi tutulmustur. Karigimlar 12,5 pLL HRM master
mix (QIAGEN GmbH, Hilden, Almanya), 1 uL template DNA, 1 pL Core F primer, 1 uL Core
R primer ve 9,5 uL su kullanilarak hazirlanmstir. Siire ve sicaklik dongiisii ise 95 °C’de 10 d,

95 °C’de 20 s, 65,5 °C’de 60 s, 72 °C’de 90 s, 72 °C 10 d 35 dongii olarak ayarlanmustir.

Fermente siitlerin iiretiminde kullanilan Kiiltiirlerin ¢ogaltilmasi

Yogurt benzeri fermente siitlerin tiretiminde kullanilmak tizere segilen S. thermophilus
20S4, L. plantarum 156, L. casei ATCC 334 ve L. helveticus DPC 4571 suslart MRS/M17 broth
besiyerlerine bireysel olarak inokiile edilmis, mezofilik suslar 32 °C’de, termofilik suslar ise 42
°C’de 24 veya 48 saat siire ile inkiibe edilmistir. Aktiflestirilen suslar 2. kez MRS veya M17
brotha %1 oraninda inokiile edilerek inkiibasyona birakilmistir. L. plantarum 156 susu %1
oraninda, diger suslar ise %0,5 oraninda %10’luk steril yagsiz siite (110 °C” de 10 d) bireysel
olarak inokiile edilmis ve 37 °C 16-18 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Yagsiz siitte

gelistirilen suslar isletme kiiltiirii olarak 10® kob/g diizeyinde siite ilave edilmistir (Sekil 7).
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Stok ki (-80°C)

L. plaparum 156 L cosei ATCC 334 L. kefueticis DPC 4571 5. thermeoprhilus 2054
| | I |
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Sekil 7. Fermente siitlerin tiretiminde kullanilan kiltiirlerin ¢ogaltilmasi
Fermente siitlerin iiretiminde kullanilan siitte yapilan analizler

Fermente siitlerin tiretiminde kullanilan siitte kuru madde tayini belirli miktardaki
ornegin 105+2°C’de sabit tartima gelinceye kadar kurutulmasi ile gravimetrik olarak, yag
miktar1 Gerber yontemiyle, protein miktar1 ise mikro-Kjeldahl yontemiyle azot miktarlarinin
tespit edilmesi ve 6,38 faktorii ile ¢arpilmasiyla belirlenmistir. Asitlik degeri ayarl1 0,1 N NaOH
kullanilarak titrasyon yontemiyle, pH degeri ise Mettler Toledo (Seven Compact ™ S220,
Schwerzenbach, Isvigre) marka dijital pH metre kullanilarak saptanmstir (Kurt vd 2007).
Toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayimi, LAB sayimi, koliform grubu bakteri sayimi

ve maya-kiif sayimi ise Diliello (1982) tarafindan belirtilen yontemlere gore yapilmistir.

Fermente siitlerin iiretimi

Cig inek siitii 6ncelikle 6n islemlerden gegirilmis, ardindan 85 °C’de 25 d 1s1l isleme
tabi tutulmus ve 1s1l islemi takiben 37 °C’ye sogutulmustur. Sogutulmus siitler 5 gruba ayrilmis
ve her bir gruba Tablo 4’de belirtilen bakteri gruplari ilave edilmistir. Ardindan steril cam

kavanozlara dolum yapilmis, dolum yapilan kavanozlar 37+1 °C’de pH 4,6’ya ulasincaya kadar
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inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra ornekler hizla sogutularak buzdolab
kosullarinda 4+1°C’de 42 giin siireyle depolanmistir. Fermente siitlerinin tiretim akis semasi

Sekil 8’de, drneklere ait goriintiiler ise Sekil 9°da sunulmustur.

Fermente siitlerin iiretimi 2 tekerriirlii olarak gergeklestirilmis, depolamanin 1., 14., 28.
ve 42. giinlerinde fizikokimyasal, mikrobiyolojik, duyusal ozellikleri ag¢isindan analiz
edilmistir. Ayn1 zamanda 6rneklere ait GABA ve serbest amino asit miktarlari, ugucu bilesenler
ile peptid profilleri belirlenmis, depolama siiresince olusan peptitlerin ACE—inhibitor,

antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri de tespit edilmistir.

Tablo 4. Fermente Siit Orneklerinin Uretiminde Kullanilan Bakteri Kombinasyonlari
I. Grup (A): S. thermophilus 20S4, L. plantarum 156 ve L. casei ATCC 334 (1:2:1)
I1. Grup (B): S. thermophilus 20S4, L. plantarum 156 ve L. helveticus DPC 4571 (1:2:1)
1. Grup (C): S. thermophilus 20S4 ve L. plantarum 156 (1:2)
IV. Grup (D): S. thermophilus 20S4, L. plantarum 156, L. casei ATCC 334 ve L. helveticus
DPC 4571 (1:2:1:1)
V. Grup (E): S. thermophilus 20S4, L. casei ATCC 334 ve L. helveticus DPC 4571 (1:1:1)
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Sekil 8. Fermente siit 6rneklerine ait tiretim akis semasi
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Sekil 9. Fermente siit 6rneklerine ait gorsel

Fermente siit 6rneklerinde yapilan fiziksel ve kimyasal analizler
Kuru madde orani

Daras1 alinmig kurutma kaplarinin igerisine iyice karistirilmis fermente siit 6rneginden
5 g kadar tartilmig, 6rnekler 105 °C’de sabit agirliga gelinceye kadar kurutulmustur. Ardindan
desikatorde oda sicakligina sogutulduktan sonra tartilmis ve % kuru madde miktar1 formiil

yardimiyla belirlenmistir (Ranadheera et al. 2016).

Yag orani

Yag tayini i¢in fermente siit 6rneklerinden 10 g tartilmis, tizerine 10 mL saf su ilave
edilmis ve Gerber yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Biitirometreden okunan deger 2 ile

carpilarak % yag miktar1 tespit edilmistir (Hrnjez et al. 2014).

Protein orani

Protein tayini i¢in fermente siit 6rnekleri yas yakmaya tabi tutulmus, mikro-Kjeldahl
yontemi ile bulunan azot miktar1 6,38 faktorii ile ¢arpilarak sonug hesaplanmis ve % olarak
ifade edilmistir (Gu et al. 2020).

Titrasyon asitligi

Titrasyon asitligi tayini ig¢in fermente siit 6rneklerinden 9 g tartilmig, birka¢g damla
fenolfitaleyn indikatorii ilave edildikten sonra 0,1 N NaOH c¢ozeltisi ile hafif pembe renk elde
edilinceye kadar titre edilmistir. Titrasyonda harcanan 0,1 N NaOH miktar1 formiilde yerine

konularak laktik asit cinsinden % asitlik hesaplanmigtir (Hassan and Amjad 2010).
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Harcanan NaOH miktar1 (mL) % 0,009
% Asitlik = x 100
Ornek miktari (g)

pH

Fermente siit 6rneklerinde pH degerleri tampon ¢ozeltiler (pH 4, 7 ve 10) kullanilarak

kalibrasyonu yapilan dijital pH metre kullanilarak belirlenmistir.

Serum ayrilmasti

Serum ayrilmasi analizinde Atamer ve Sezgin (1986) tarafindan belirtilen metot
modifiye edilerek kullanilmistir. Fermente siit 6rneklerinden 25 g tartilmig, 4+1°C’de 2 saat
stireyle bekletilerek kaba filtre kagidindan siiziilmiistiir. Siire sonunda elde edilen siiziintii

miktar1 volumetrik olarak olgiilmiistiir.

Viskozite

Orneklerin viskozite degerleri Brookfield DV II Pro+ Viskosimeter (Brookfield DV 1I,
Brookfield Miihendislik Laboratuar A.S., Stoughton, Amerika) cihaz1 kullanilarak

belirlenmistir. Ol¢iimler 20 rpm’de yapilmis, sonuglar “Centipoise (cP)” cinsinden verilmistir

(El-Fattah et al. 2018).

Fermente siit 6rneklerinde yapilan mikrobiyolojik analizler
Ornek hazirlama

Homojen hale getirilen 10 g fermente siit 6rnegi aseptik sartlarda 90 mL steril fizyolojik
tuzlu su (FTS, %0,85 NaCl ¢ozeltisi) igerisine almarak iyice karistirilmis ve 101ik diliisyon
hazirlanmistir. Daha sonra steril pipetler ile ilk dilisyondan 1 mL alinarak 9 mL’lik steril

diliisyon sivisma aktarilmistir. Isleme 107"lik diliisyona ulasilincaya kadar devam edilmistir

(Chouchouli et al. 2013).

MRS agarda gelisen laktik asit bakteri sayimi

MRS agarda gelisen LAB sayisinin belirlenmesinde pH’s1 5,4’e ayarlanmig Man—
Rogosa—Sharpe (MRS) (Merck) agar besiyeri kullanilmisgtir. Uygun diliisyonlardan steril MRS
agara yayma yontemiyle ekim yapilmistir. Petriler termofilik LAB’lar (olas1 laktobasiller) igin
42+1°C’de, mezofil LAB’lar i¢in 32+1°C’de 48 saat anaerobik ortamda inkiibe edilmis ve

koloni igeren petriler sayilmistir (Von Gastrow et al. 2020).
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M17 agarda gelisen laktik asit bakteri sayimi

M17 agarda (Merck) gelisen LAB sayisinin (olasi streptokoklar) belirlenmesi igin steril
edilmis M-17 agar’a uygun diliisyonlardan yayma yontemiyle ekim yapilmistir. Petri kutulari
aerobik ortamda 42+1°C’de 24-48 saat inkiibe edilmis ve koloni i¢eren petriler sayilmistir
(Linares et al. 2016).

Maya ve kiif sayimi

Maya ve kiif sayiminda Patates Dekstroz Agar (PDA) (Merck) kullanilmis, %10’ luk
steril tartarik asit ile pH’s1 3,5’e ayarlanan steril agara uygun diliisyonlardan ekim yapilmistir.
Petriler 20-25°C’de 5-7 giin siireyle inkiibe edilerek maya ve kiif sayisi belirlenmistir (Frank et
al. 1985).

Suda coziinen ekstraktlarin hazirlanmasi

Suda ¢oziinen ekstraktlarin hazirlanmasinda Sah et al. (2014) tarafindan belirtilen metot
modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amagla fermente siit 6rneklerinden 20 g santrifiij tiiplerine
tartilmig, 10000 xg’de 4 °C’de 30 d siireyle santrifiij (Allegra X-30R, Almanya) edilmistir. Daha
sonra siipernatant 0,45 um’lik siringa filtreden (Millex®) gegirilerek siiziilmiis, elde edilen
filtrat liyofilize edilerek kurutulmustur. Toz haline getirilen ekstraktlar peptid profili ve
peptidlerin biyoaktivitelerinin belirlenmesinde kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza

edilmistir.

Fermente siit 6rneklerinde peptid profilinin belirlenmesi

Fermente siit 6rneklerinin peptid profili ters fazli yiiksek basingli sivi kromatografisi
(RP-HPLC) ile belirlenmistir (Hayaloglu vd 2011). Analizin gergeklestirilmesinde Shimadzu
LC 20 AD Prominence HPLC cihaz1 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya) kullanilmistir.
Kromatografik ayrim i¢in C18 kolon Zorbax 300SB (4,6 mm x 250 mm x 5 um, Amerika)
kullanilmis ve eliisyon islemi 214 nm’de DAD (Diod Array Dedector, model SPD-M20A
prominence) dedektorde gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak; akis hizi1 0,75 mL/d olan solvent
A [%0,1 TFA (Trifloroasetikasit; v/v) igeren HPLC—grade deiyonize saf su (Milli-Q system;
Waters Corp., Molsheim, Fransa)] ve solvent B [%0,1 TFA iceren asetonitril (v/v) (Sigma-
Aldrich, UHPLC plus, Amerika)] kullanilmistir. Liyofilize edilmis suda ¢6ziinen ekstraktlardan
100 mg tartilarak 1 mL solvent A ile ¢oziindiiriilmiistiir. Ardindan 0,45 um seliiloz asetat
filtreden gecirilmis ve filtrattan 80 uL alinarak HPLC cihazina enjekte edilmistir. Eliisyon

gradiyentli olarak gerceklestirilmis ve akis programi Tablo 5’de verilmistir.
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Tablo 5. Peptid Profili Analizinde Hareketli Faz Cozeltilerinin (A ve B) Kromatografi Siiresi
Icerisinde Kolondan Gegis Oranlari

Siire (d) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%)

0 0 0

5 100 0

60 70 30

75 50 50

80 40 60

85 5 95

90 5 95

95 100 0
105 100 0

Peptitlerde biyoaktivite analizleri
ACE-inhibitor aktivitenin belirlenmesi

ACE-inhibitér aktivitesi HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya) cihazi
kullanilarak belirlenmistir. Metod hiptiril-histidin—16sin’nin (HHL, Sigma-Aldrich) ACE
tarafindan hidrolizi sonucu olusan hipiirik asit miktarinin belirlenmesi esasina dayali olarak
gerceklestirilmistir. Buna gore oncelikle 15 mg liyofilize ekstrakt tartilarak 500 puL 0,01N
sodyum fosfat tamponunda (400 mM NacCl igeren) ¢ozilindiiriilmiis, ardindan 25 pL ekstrakt
¢ozeltisi 60 uL. HHL ¢ozeltisiyle (5 mM HHL, 0,01 N sodyum fosfat tamponu, 400 mM NacCl,
pH: 8.3) karistirilmistir. Hazirlanan karisima 50 pL 200 mU ACE (tavsan akcigeri ekstrakti,
Sigma-Aldrich, Almanya) ilave edilerek vortekslenmis ve hemen 37 °C sicaklikta ¢alkalamali
su banyosunda 30 d inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 7 uL HCI (1 M) ile
reaksiyon durdurulmus ve 0,45 pum seliiloz asetat filtreden gegirilmistir. Filtrattan 10 pL
alinarak HPLC kolonuna (Zorbax 300SB-C18, Amerika) (4,6 mm x 250 mm X 5 um) enjekte
edilmistir (Sahingil et al. 2019). ACE inhibisyonu (%) asagidaki formiilden yararlanilarak
hesaplanmustir.

(A-B)

% ACE inhibisyonu = x100
A

A: ACE ve HHL nin oldugu, ACE-inhibitdriiniin olmadig1 durumdaki absorbans (kor)
B: ACE, HHL ve ACE-inhibitorii varligindaki absorbans

ACE inhibisyon aktivitesi ayrica IC50 degeri ile de ifade edilmekte olup, IC50 degeri
ACE’nin en az %50’sini inhibe edebilen peptid miktar1 olarak tanimlanmaktadir. IC50 degeri
farkli protein konsantrasyonlarina kars1t ACE inhibisyon degerlerinin grafiksel ekstrapolasyonu
ile hesaplanmustir. Orneklerin protein miktarlar1 ise Folin-Lowry metodu kullanilarak

belirlenmistir (Lowry et al. 1951).
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Antioksidatif aktivitenin belirlenmesi

Peptitlerin antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde Sultan et al. (2017) tarafindan
belirtilen yontem modifiye edilerek kullanmilmistir. Analizde serbest radikal olarak DPPH
kullanilmis ve analiz ii¢ paralelli olarak gerceklestirilmistir. Oncelikle liyofilize ekstrakt (20
mg/mL) saf su iginde ¢Oziindiiriilmiis, ardindan 500 puL 6rnek soliisyonu 500 pL etanolik DPPH
¢ozeltisi (0,6 mM) ile karistirtlmistir. Son hacim etanolle 2500 uL’ye tamamlanmis ve karisim
oda sicakliginda karanlik bir ortamda 1 saat bekletilmistir. Absorbans UV-VIS
spektrofotometre (Optizen POP, Kore) kullanilarak 517 nm’de etanole karsi Ol¢iilmiistiir.
Sonug olarak 500 pL 6rnek soliisyonundaki % inhibisyon degerleri verilmistir. Peptitlerin

antioksidan aktivitesi asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmistir.

(Kontrol absorbansi) - (Ornek absorbansi)
DPPH giderme aktivitesi (%) = x 100
(Kontrol absorbanst)

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Peptitlerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde De Lima et al. (2018) tarafindan
belirtilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Fermente siitlerin suda ¢6ziintir ekstraklarina
ait antimikrobiyal aktivite E. coli O157:H7, S. aureus ATCC 29213, B. cereus BC 6230, S.
typhimurium RSHMB 95091 ve L. monocytogenes ATCC 7644 patojen bakterilerine kars test
edilmis, tiim patojen bakteriler Nutrient agara ¢izilmis, 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Ardindan saf koloniler alinarak 9 mL FTS igeren tiiplere aktarilmis ve McFarland 0,5°e
ayarlanmigtir. Liyofilize edilmis suda ¢oziinen ekstrakt (25 mg/mL) steril saf su icinde
¢oziindiiriilmiis, ardindan steril 96 kuyucuklu plakalara 70 uL steril Brain Heart Infusion broth
(BHI) +70 uL 6rnek soliisyonu + 10 pL bakteri soliisyonu olacak sekilde aktarilmigtir (Sekil
10). Pozitif kontrol olarak steril saf su, negatif kontrol olarak ise ofloxacin igeren soliisyon
kullanilmistir. Plakalar 37 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra Mikroplate Reader (Epoch,
BioTek, Almanya) cihazi ile 595 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilmistir. Analiz ti¢ paralelli
olarak gergeklestirilmis ve antimikrobiyal aktivite asagidaki formiilden yararlanilarak

hesaplanmuistir.

A-B
Antimikrobiyal aktivite (%) = 1- {—J x 100
C-B

A: Ornegin absorbansi
B: Negatif kontroliin absorbansi

C: Pozitif kontroliin absorbansi
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Sekil 10. Caligmada kullanilan 96 kuyucuklu plakalar
Fermente siitlerde GABA ve serbest amino asit miktarlarinin belirlenmesi

Serbest amino asit tayini i¢in; 10 g fermente siit 6rnegi falcon tiiplerine tartilmis, tizerine
internal standart olarak 0,1 N HCI ¢ozeltisinde hazirlanmis 0,4 mM methionin siilfon
¢ozeltisinden 10 mL ilave edilmistir. Karisim 20 d siireyle ultrasonik su banyosunda bekletilmis
ardindan, 3000 x g’de 4°C’de 10 d santrifiij islemine tabii tutulmustur. Santrifiij sonunda elde
edilen siipernatanttan 1 mL alinip, iizerine 1 mL %40°lik TCA ilave edilmis ve 0-4°C’de buzlu
suda 10 d bekletilmistir. Ardindan 20.000 x g 4°C’de 10 d santrifiij edilmis ve deproteinize
edilmis 25 pL stipernatant liyofilize edilerek kurutulmustur. Kurutulmus 6rnek tizerine 20 puL
esleme tamponu (metanol: 1M sodium asetat: trietilenamin) (2:2:1) eklenmis ve tekrar liyofilize
edilmistir. Daha sonra lizerine 20 pL tiirevlendirme tamponu (metanol: trietilenamin: deiyonize
su: fenilizotiyosiyonat) (7:1:1:1) ilave edilmis, ¢alkalandiktan sonra oda sicakliginda 20 d
bekletilmistir. Bekleme sonunda tekrar liyofilize edilmis ve 1 mL seyreltme tamponu ilave
edilerek 0,20 um capindaki filtreden gecirilmistir. Filtre edilmis 6rnekten 40 pL alinarak HPLC
kolonuna enjekte edilmistir (Hayaloglu vd 2011). Sonuglar mg/kg olarak verilmistir.

Amino asitlerin ayirmmi Kromasil 100-5C18 (150 x 4,6 mm) kolunu kullanilarak
yapilmustir. Solvent A olarak %2,5 asetonitril iceren 75 mM sodyum asetat (pH’s1 asetik asitle
6,55’ ayarlanmig) ¢6zeltisi kullanilmigtir. Solvent B ise asetonitril: deiyonize su: metanol 9:8:3
(v/v/v) oraninda karigtirilarak hazirlanmis ve her iki solvente 10 mg/L olacak sekilde disodyum
etilendiamintetra asetik asit (Na2;EDTA) ilave edilmistir. Ardindan 254 nm’de 40°C’de 1 mL/d

akis orani ile kolona enjeksiyonu gergeklestirilmistir. Solventlere ait akis oran1 Tablo 6’da

verilmisgtir.
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Tablo 6. Amino asit Analizinde Hareketli Faz Cozeltilerinin (A ve B) Kromatografi Siresi
Icerisinde Kolondan Gegis Oranlar1

Siire (d) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%)
0 95 5
11 65 35
16 50 50
20 30 70
25 30 70
30 95 5
35 95 5

Amino asit standartlar1 0,1 N HCI igeren 0,4 mM metionin siilfon ¢ozeltisinde
hazirlanmis ve HPLC sistemine 6rnek enjeksiyonu yapilmadan once tek tek cihaza enjekte
edilerek alikonma siireleri saptanmistir. Daha sonra karisim halindeki serbest amino asit
standartlar1 en yiiksek konsantrasyondan en diisiige dogru kolona enjekte edilmistir.
Gergeklestirilen ayirim sonrasinda tiim serbest amino asitler i¢cin HPLC sisteminin yazilim

programinda standart egri olusturularak hesaplamalar yapilmstir.

Fermente siit 6rneklerinde ucucu bilesiklerin belirlenmesi

Ucucu aroma bilesiklerinin belirlenmesinde Shimadzu GC gaz kromatografisi ve buna
bagli Shimadzu QP-2010 kiitle spektrometresi (MS) sistemi kullanilmigtir. Cam viallere 3 g
ornek tartilmis ve tizerine 10 puL metanolde hazirlanmig 100 ppm’lik 2-methyl-3-heptanone
iceren internal standart ilave edilmistir. Ornekler 1sitma iinitesinde 40 °C’de 30 d bekletilmis,
ekstraksiyon iglemi 75 pm carboxen-polydimethylsiloxane fiber (Supelco SPME Fiber, 75 um
Carboxen-PDMS, Bellefonte, Amerika) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bekleme siiresi
sonunda fiber agik konuma getirilerek vialin tepe boslugunda 40°C’de 30 d tutulmus, ekstrakte
edilen ugucu bilesiklerin desorpsiyonu i¢in fiber 2 d siireyle GC-MS enjeksiyon portunda
birakilmisgtir. Tasiyict gaz olarak helyum kullanilmis, akis hizi 1mL/d olacak sekilde
ayarlanmistir. Ugucu bilesiklerin ayrilmasi igin DB-Wax kolon (60 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
kullanilmistir. Firin sicaklig1 40°C’de 2 d tutulmus (desorpsiyon periyodu), dakikada 5°C olmak
tizere sicaklik 70°C’ye yiikseltilmis ve bu sicaklikta 1 d tutulmustur. Daha sonra sicaklik
dakikada 10°C artigla 240°C’ye ¢ikarilmis ve bu sicaklikta 47 dakika tutulmustur (Hayaloglu
et al. 2013). Fermente siit 6rneklerindeki ugucu bilesenlerin miktarlar: ise internal standardin

pik alaniyla karsilastirilarak pg/100 g olarak verilmistir.

Duyusal analizler

Fermente siit Orneklerinin duyusal degerlendirilmesinde Bodyfelt et al. (1988)
tarafindan belirtilen kriterler dikkate alinarak hazirlanan skala kullanilmistir (Tablo 7). Duyusal

degerlendirme Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii 6gretim
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elemanlar1 ve lisansiistii O0grencilerinden olusan 8 kisilik bir panelist grubu tarafindan

yapitlmistir. Fermente siit Ornekleri ii¢ basamakli sayilarla kodlanmis ve panelistlere

sunulmustur.

Tablo 7. Deneme Fermente Siit Orneklerinin Duyusal Degerlendirilmesinde Kullanilan Skala

Ornegi (Tam Puan=9)

Ornek Kodu:

Renk ve Goriiniis Cok iyi (9-8)  lyi (7-6) Orta (5-4-3) Tyi degil (2-1)
Yapi ve Tekstiir Cok iyi (9-8) Iyi (7-6) Orta (5-4-3) Iyi degil (2-1)
Koku Cokiyi (9-8)  lyi(7-6) Orta (5-4-3) fyi degil (2-1)
Tat ve Aroma Cok iyi (9-8)  lyi (7-6) Orta (5-4-3) fyi degil (2-1)
Asitlik Normal (9-8) Yiiksek (7-6)  Biraz yiiksek (5-4-3) Cok yiiksek (2-1)
Yabanci Tat ve Aroma Yok (9-8) Cok az (7-6) Hissedilir (5-4-3) Iyi degil (2-1)
Genel Kabul Edilebilirlik ~ Cokiyi (9-8)  lyi (7-6) Orta (5-4-3) fyi degil (2-1)

Istatistiksel analizler

Arastirma 5 farkli starter kiltiir kombinasyonu (S. thermophilus 20S4 + L. plantarum
156 + L. casei ATCC 334 ilaveli, S. thermophilus 20S4 + L. plantarum 156 + L. helveticus DPC
4571 ilaveli, S. thermophilus 20S4 + L. plantarum 156 ilaveli, S. thermophilus 20S4+ L.
plantarum 156 + L. casei ATCC 334 + L. helveticus DPC 4571 ilaveli, S. thermophilus 20S4 +
L. casei ATCC 334 + L. helveticus DPC 4571 ilaveli) x 4 farkli depolama siiresi (1., 14., 28. ve
42. giinler) X 2 tekerriirlii olarak yiirtitiilmistiir. Elde edilen veriler SPSS for Windows Release
version 26 (Armonk, NY, IBM Corp., Amerika) paket programinda varyans analizine tabi

tutulmus, 6nemli bulunan ortalamalara ise Duncan Coklu Karsilagtirma Testi uygulanmuistir.
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ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

LAB izolatlarinda GAD Geninin Varhg

Son yillarda segilen LAB suslar1 tarafindan GABA ’nin mikrobiyal iiretimi dogal olarak
GABA ile zenginlestirilmis gidalarin elde edilmesi i¢in uygun bir strateji olarak kabul
edilmekte, bu amacgla cesitli fermente gidalardan izole edilen LAB’lar GABA {iretme
potansiyeli a¢isindan degerlendirilmektedir. Bu ¢aligmada da ev yapimi yogurt (264 izolat) ile
kefir danelerinden (158 izolat) daha 6nce izole edilen toplam 422 LAB susunun GABA iiretme
yetenegi, baska bir deyisle GAD aktivitesi PCR islemi ile kalitatif olarak degerlendirilmistir.
GABA iiretme yetenegine sahip oldugu bilinen L. plantarum 56 susu ise kontrol olarak
kullanilmistir. PCR analizi sonucunda GAD (+) kontrol susunda (L. plantarum 56) gene
spesifik amplifikasyon gozlenmis, buna karsilik test edilen LAB izolatlarinin hi¢birinde GAD
geninin varhigi belirlenememistir (Sekil 11). Yani yogurt ve kefir danesi izolatlarinin hi¢birinde
GAD geni tespit edilememis, dolayisiyla GABA {iretim yetenegine sahip olmadiklar

belirlenmistir.

Yapilan bazi arastirmalarda peynir ve yogurttan izole edilen bazi S. thermophilus
suslarinin GABA iiretebildigi bildirilmistir. (Franciosi et al. 2015; Chen et al. 2018; Han et al.
2020). Belirtilen ¢aligmalarin aksine bu c¢alismada ev yapimi yogurttan izole edilen S.
thermophilus (171 adet) ve L. bulgaricus (93 adet) suslarinin GABA iiretemedigi tespit
edilmistir. Bu durumun ev yapimi yogurtlarin fermantasyonunda ¢ogunlukla ticari yogurt
kiiltiirlerinin kullanilmis olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda
yogurtta mikrobiyal cesitliligin az olmasi da GAD aktivitesine sahip suslarin tespit
edilememesinin nedeni olarak diisiiniilebilir. Nitekim fermente siit {irlinii olan yogurtta bilindigi
tizere S. thermophilus ve L. bulgaricus olmak {izere iki temel bakteri bulunmaktadir. Benzer
sekilde Santos-Espinosa et al. (2020) geleneksel olarak iiretilen Meksika peynirlerinden izole
ettikleri 94 yabani LAB susunun GABA iiretme yetenegini arastirmiglar ve Lactobacillus
ssp.’ye ait 54 sustan 16’sinin, Lactococcus ssp.’ye ait 8 sustan 3’{iniin GABA fiiretebildigini,
buna karsilik Streptococcus ssp.’ye ait higbir susun ise GABA iiretme yetenegine sahip
olmadigini belirlemislerdir. Brasca et al. (2016) 191 adet S. thermophilus susundan 20 tanesinin
GAD genine sahip oldugunu, bunlardan sadece 5’inin pastorize siitte GABA iiretebildigini
bildirmislerdir. Park et al. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada Kimchiden izole edilen 3000

adet LAB susundan sadece 9 tanesinin GABA iireticisi oldugu bildirilmistir. Valenzuela et al.
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(2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada starter kiiltiir kullanilmaksizin ¢ig siitten iiretilen
geleneksel siit iiriinlerinden izole edilen 262 LAB susu %1 MSG katkili kiiltiir ortaminda
GABA iiretimi agisindan taranmis ve suslarin yaklagik olarak yarisinin (123) GABA iirettigi
belirlenmistir. S6z konusu arastirmada 16’s1 L. lactis subsp. lactis, 3"t S. thermophilus olmak

tizere 24 susun 1 mM’1n {izerinde (1,01-2,81 mM araliginda) GABA {irettigi tespit edilmistir.

Kontrol (L. plantarum 56)

a Yogurt izolatlan

—_— = m—SSS SR

Kontrol (L. plantarum 56)

Kefir danesi izolatlan

N

Sekil 11. Kontrol susu (L. plantarum 56) ve LAB izolatlarinda GAD geninin varligina iliskin
PCR goriintiileri (a:Yogurt izolatlar1 b:Kefir danesi izolatlari)

Daha 6nce bahsedildigi tizere kefir daneleri sahip oldugu floranin gesitliliginden dolay1
calismada GABA fireticisi suslarin belirlenmesi amaciyla secilmis, ancak laktobasil,
streptokok, laktokok cinslerine ait suslarin hi¢birinde GAD geninin varligi tespit edilememistir.
Elde edilen sonuglarin aksine Hurtado-Romero et al. (2021) Meksika’da kefir danelerinden
izole ettikleri L. lactis BIOTEC006, BIOTEC007, BIOTECO008, Kluyveromyces lactis
BIOTECOQ9, L. pseudomesenteroides BIOTECO012 ve L. kefiri BIOTEC014 suslarinin GABA
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iireticisi olduklarini belirtmislerdir. Arastirma sonuclarindaki bu farkliliklar GABA iiretiminin
susa bagimli olmasia baglanabilir. Nitekim Santos-Espinosa et al. (2020) LAB suslarinin
GABA iiretme yeteneginin farklilik gosterebilecegini, pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi, PLP
ilavesi ve ortam bilesimi dahil olmak tizere pek ¢ok farkl: fermantasyon parametresinin GABA
iiretiminde etkili olabilecegini ifade etmislerdir. Benzer sekilde Siragusa et al. (2007) italyan
peynirlerindeki GABA fiireten izolatlarin biiyiik bir kismin1 L. plantarum ve L. paracasei
suslariin olusturdugunu ve GABA sentezleme kapasitesinin belirgin sekilde susa bagh
oldugunu belirtmislerdir. Nomura et al. (1999) peynirden izole edilen L. lactis subsp. cremoris
suslarindan higbirinin GABA {retmedigini, bu durumun suslarin GAD genine sahip
olmamasindan kaynaklandigini ifade etmislerdir. Sun et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada
ise kimizdan izole edilen 81 Lactobacillus susundan sadece 2 tanesinin GABA iirettigi tespit
edilmistir. Diger bir ¢alismada ise L. plantarum DMD5, L. acidophilus NRRL B-4495 ve L.
plantarum NRRL B-4496 suslarinin GABA iiretme yetenegi TLC yontemiyle belirlenmis, L.
acidophilus NRRL B-4495 ile L. plantarum NRRL B-4496 suslarinin GABA standardi ile
benzer goriintii olusturmadigi ve bu iki susun GAD enzimine sahip olmadigi bildirilmistir (Dan
and Goyal 2015). Valenzuela et al. (2019) %1 MSG katkili kiiltiir ortaminda 1 mM’dan fazla
miktarda GABA iireten suslarda (24 izolat) tiire o6zgli primerler kullanilarak PCR
amplifikasyonu ile GAD geninin varligini arastirmislar ve 1 sus disinda tiimiiniin GAD genine
sahip oldugunu tespit etmiglerdir. GAD geninin belirlenemedigi L. lactis subsp. lactis L-LAC43
susunda amplifikasyonun gerceklesmemesinin primerlerdeki sekans heterojenliginden

kaynaklanmis olabilecegini bildirmislerdir.

Fermente siitlerin iiretiminde kullanilan suslarda GAD aktivitesi

Bahsedildigi iizere yogurt ve kefir izolatlarindan GAD genine sahip suslarin tespit
edilememesi nedeniyle GAD aktivitesine sahip oldugu belirlenmis Beyaz peynir izolat1 (L.
plantarum 156) ile galismaya devam edilmistir. Yogurt benzeri fermente siit {iretiminde
kullanilan tiim suslar (L. plantarum 156, L. helveticus DPC 4571, L. casei ATCC 334 ve S.
thermophilus 20S4) GAD geninin varliginin kontrol edilmesi amaciyla kontrol susu (L.
plantarum 56) ile birlikte HRM analizine tabi tutulmustur. Suslara 6ncelikle PCR analizi
uygulanmis, daha sonra 70-95 °C arasinda kademeli sicaklik artis1 yapilarak HRM analizi
gergeklestirilmistir. PCR ve HRM analizlerine ait goriintiiler Sekil 12’ de sunulmustur. Tlgili
gorsel incelendiginde 4 farkli sus arasindan sadece L. plantarum 156 susunun kontrol susuna
benzer sekilde amplifikasyon grafigi olusturdugu, diger suslarda (L. helveticus DPC 4571, L.
casei ATCC 334 ve S. thermophilus 20S4) bu durumun s6z konusu olmadigi goriilmektedir
(Sekil 12-a). Boylece sadece L. plantarum 156 susunun GAD genine sahip oldugu ve GABA
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tiretebildigi anlasilmisttr. HRM analizine ait erime egrilerine goére ise kontrol susu (L.
plantarum 56) ile GAD genine sahip oldugu tespit edilen L. plantarum 156 susuna ait erime
sicakliklarmin sirasiyla 84,93 °C ve 84,88 °C oldugu belirlenmistir (Sekil 12-b). Bu durum L.

plantarum 156 susunda GAD geninin varligini teyit etmektedir.

Kontrol (L. plantarum 56)

. L. plantarum 156

Diger suslar

L. plantarum 156

Kontrol (L. plantarum 56)

Diger suglar

[

Sekil 12. Yogurt benzeri fermente siit iiretiminde kullanilan suslarda GAD geninin varligina
iliskin PCR (a) ve HRM (b) analizi goriintiileri

Fermente Siitlerin Uretiminde Kullanilan Siitiin Fizikokimyasal ve Mikrobiyolojik Analiz
Sonuglar

Fermente siit Orneklerinin {iretiminde kullanilan ¢ig ve pastorize siitlerin bazi

fizikokimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 8. Fermente Siit (")rneklerigin Uretiminde Kullanilan Cig ve Pastorize Siitiin Bazi
Fizikokimyasal ve Mikrobiyolojik Ozellikleri

Fizikokimyasal Ozellikler Cig Siit Pastorize Siit
Kuru madde (%) 12,62 12,65
Protein (%) 3,30 3,30
Yag (%) 3,82 3,75
Asitlik (%) 0,17 0,17

pH 6,89 6,80
Mikrobiyolojik Ozellikler (log kob/mL) Cig Siit Pastorize Siit
TAMB sayisi 6,29 2,81
MRS agarda gelisen LAB sayis1 4,25 <2,0
M-17 agarda gelisen LAB sayis1 5,98 2,77
Koliform grubu sayisi 3,88 <1,0
Maya-kiif sayisi 3,12 <2,0

Verilen degerler iki tekerriir ortalamasidir.

Fermente Siit Orneklerine Ait Fiziksel ve Kimyasal Analiz Sonuglar
Kuru madde miktari

Fermente siit 6rneklerinde depolama stiresince belirlenen kuru madde miktarlari (%)
standart sapmalari ile birlikte Tablo 9’ da, varyans analiz sonuglari ise Tablo 10’da verilmistir.
Yapilan varyans analizi test sonuglarindan kiiltiir ilavesinin kuru madde miktar: tizerindeki
etkisi istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde, depolama siiresinin etkisi ise p<0,01 diizeyinde
onemli bulunmustur. Ayn1 zamanda kiiltiir ilavesi X depolama siiresi interaksiyonunun etkisi

istatistiksel olarak 6nemli bulunmamaistir (p>0,05).

Tablo 9. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Siiresince Belirlenen Kuru Madde Miktarlar
(%)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler 1 14 28 42
A 12,30+0,32%A  12,43+0,15*A  12,25+0,43% 12,00+0,65%A
B 12,06+0,34*A  12,31+0,09*A  12,12+0,44%~ 11,50+0,45"8
C 12,68+0,64*A  12,37+0,31%A  12,43+0,26*" 12,35+0,40%A
D 12,31+£0,43%A  12,23+0,20**  12,29+0,31%* 11,85+0,44%A
E 12,24+40,20%~  12,19+0,15*A  12,12+0,16>" 11,83+0,48%A

abe. Ayni siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC . Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.

Tablo 10. Fermente Siit Orneklerinin Kuru Madde Degerlerine Ait Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 3,328 0,016*
Depolama siiresi (B) 3 5,216 0,003**
AXB 12 0,478 0,920
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde onemli; ** (p<0,01) diizeyinde 6nemli
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En diisiik kuru madde miktar1 (%11,50) B 6rneginde depolamanin 42. giiniinde, en yiiksek
kuru madde miktart ise (%12,68) C 6rmeginde depolamanin 1. giiniinde belirlenmistir. Taha et al.
(2017) farkli starter kiiltiirler ile tirettikleri bufalo yogurdunda kuru madde miktarim %11,71-%12,94
olarak belirlemislerdir. Belirtilen sonuglar bu arastirmada elde edilen kuru madde miktarlar ile
benzerlik gostermektedir. El-Fattah et al. (2018) yogurt starteri ve yiiksek proteolitik aktiviteye sahip
yardimer  kiiltiirler kullanarak irettikleri yogurtlarda kuru madde miktarmi %14,46 olarak
belirlemislerdir. Bu sonug ise arastirmada elde edilen verilerden yiiksek olup, bu farklihigin mevcut
aragtirmada fermente siit Orneklerinin tiretiminde Kuru madde artinmmina yonelik herhangi bir

uygulama yapilmamis olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Tablo 9 incelendiginde tim 6rneklerde kuru madde miktarlarinin genel olarak benzer
oldugu, depolamanin ilk 28 giinii boyunca istatistiksel agidan 6nemli bir farkliligin bulunmadigi
depolamanin 42. giiniinde 6rneklerin kuru madde oraninda bir miktar azalma meydana geldigi
ve bu azalmalarin B 6rnegi disindaki diger orneklerde istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu
belirlenmistir. Mevcut sonuglardan farkli kiiltiir kombinasyonlarinin fermente siit 6rneklerinin
kuru madde degerleri iizerinde 6nemli bir etkisinin bulunmadig1 sdylenebilir. Benzer olarak
Saccaro et al. (2009) probiyotik ve yogurt kiiltiirleriyle tiretilen yogurtta ortalama kuru madde
miktarinin %11,45 oldugunu ve ornekler arasinda 6nemli derecede farkliliklarin olmadigim
bildirmislerdir. Iki farkl1 starter kiiltiiriin (L. bulgaricus ve L. acidophilus) yogurt iiretiminde
kullanildig1 diger bir calismada ise yogurtlarin nem ytizdeleri arasindaki farkliliklarin énemli

olmadig1 ve yogurt kalitesini etkilemedigi belirtilmistir (Hassan and Amjad 2010).

Protein miktari

Fermente siit 6rneklerine ait protein miktarlari standart sapmalari ile birlikte Tablo
11°de, varyans analizi test sonuglar ise Tablo 12°de verilmistir. Varyans analizi sonuglarindan
protein miktarlar1 agisindan fermente siit drnekleri arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak
p<0,01 diizeyinde 6nemli oldugu, ancak depolama siiresi ile kiiltiir ilavesi X depolama siiresi
interaksiyonunun etkisinin istatistiksel olarak dnemli olmadig1 belirlenmistir (p>0,05). Tablo
11’de gorildiigli tizere en diisiik protein miktar1 (%3,36) depolamanin 14. giiniinde D
orneginde, en yiiksek protein miktari ise (%4,05) depolamanin 42. giiniinde A 6rneginde tespit
edilmistir. Fermente siit 6rneklerinin protein miktarlar1 arasinda c¢ok biiylik farkliliklarin
bulunmadigi ve depolama siiresince genel olarak Onemli bir degisim sergilemedigi
goriilmektedir. Benzer sekilde Linares et al. (2016) S. thermophilus APC151 susunu kullanarak
irettikleri biyoaktif yogurtta iic haftalik depolama siiresince protein miktarinda 6nemli bir
degisiklik olmadigini bildirmislerdir. Mevcut arastirma sonuglarindan kullanilan kiiltiir

kombinasyonlarmin fermente siitlerin protein miktarlarinda 6nemli bir degisiklige neden

50



olmadig1 sdylenebilir.

Tablo 11. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Siiresince Belirlenen Protein Miktarlar1 (%)

Ornekler Depolama Siiresi (Giin)
1 14 28 42
A 3,82+0,29%A  3,94+0,25%A 3,77+0,14*"  4,05+0,35%A
B 3,7940,29*A  3,63+0,31%¢A  398+0,19*A  3,97+0,25%A
C 3,89+0,42%A  3,80+0,40%A 3,81+0,60*”  3,88+0,2920A
D 3,65+0,38*A  3,36+0,03°A 3,65+0,223A  3,65+0,27%0A
E 3,69+0,41%A  3,44+0,16°A 3,77+0,14*~  3,49+0,10°A

abe: Ayni siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC: Aym satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.

Tablo 12. Fermente Siit Orneklerinin Protein Degerlerine Ait Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 3,881 0,007**
Depolama siiresi (B) 3 1,365 0,262
AxB 12 0,643 0,797
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde onemli; ** (p<0,01) diizeyinde dnemli

Ehirim and Onyeneke (2013) inek ve kegi siitii karisimlarindan iirettikleri yogurtlarda
protein miktarinin %3,22-4,27 arasinda degistigini bildirmislerdir. Saccaro et al. (2009) yogurt
kiiltiirii ve probiyotik kiiltiirlerin (L. acidophilus LA5, L. rhamnosus LBA ve B. animalis subsp.
lactis BL-04) farkli kombinasyonlarinimn bulundugu yogurtlarda protein miktarint %4,12 olarak
tespit etmislerdir. Taha et al. (2017) ise farkl: starter kiiltiirler (L. acidophilus 20552 ATCC ve
L. helveticus CH5) kullanilarak iiretilen yogurt orneklerinde protein miktarin1 %3,34-4,36
olarak bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada serum protein konsantrati ilavesiyle ve farkli starter
kiiltiirler kullanilarak iretilen yogurtlarda protein miktart %5,22 olarak belirlenmistir (El-
Fattah et al. 2018). Hassan and Amjad (2010) farkl: starter kiiltiirler ile tirettikleri yogurtlarda
protein miktarin1 %4,45-4,92 olarak; Torre et al. (2003) ise yogurt kiiltiirii ve ticari probiyotik
kiiltiirler ile {iretilen yogurtlarda protein miktarimi1 %5,39-5,60 olarak belirlemislerdir.
Bahsedilen arastirmalarda elde edilen bulgular ise bu aragtirmada belirlenen protein
miktarlarindan daha yiiksek bulunmustur. Cesitli arastirmalarda belirlenen protein miktarlarinin
farkliliklar gosterebilecegi ve bu durumun fermente siitlerin iiretiminde kullanilan hammadde,
siit kuru maddesinin standardizasyonu i¢in ilave edilen katki maddeleri ve konsantrasyonlari

PO

gibi faktorlere bagli olarak degistigi diistiniilmektedir.
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Yag miktar:

Fermente siit 6rneklerine ait yag miktarlar1 standart sapmalari ile birlikte Tablo 13’de,
varyans analiz sonuglar1 ise Tablo 14’de verilmistir. Varyans analizi sonuglarina gore kiiltiir
ilavesi, depolama siiresi ile kiiltiir ilavesi X depolama siiresi inreraksiyonunun yag miktari

tizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmamuistir (p>0,05).

Tablo 13. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Siiresince Belirlenen Yag Miktarlar1 (%)

Ornekler Depolama Siiresi (Giin)
1 14 28 42
A 3,1540,123~  3,20+0,08%>A 3,10+0,18%A  3,02+0,09%A
B 3,17+0,05*A  3,20+0,14%A 3,270,228~ 3,12+0,29%A
C 3,27+0,223~  3,07+0,09>A 3,00 +0,08°A  3,17+0,22%A
D 3,10+0,14*A  3,15+0,23%A 3,00+0,08>A  3,07+0,15%A
E 3,12+0,37%A  3,32+0,12%A 3,07+0,09%A  3,07+0,17%A

abe; Aym siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.

ABC : Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.

Farkl kiiltiir kombinasyonlar ile tiretilen fermente siit 6rneklerinin yag miktarlarinin
%3,00-3,32 arasinda degistigi ve depolama siiresince dnemli bir degisim sergilemedigi
goriilmektedir. Mevcut sonuglar kullanilan kiiltiir kombinasyonlarinin fermente siitlerin yag
miktarlari iizerinde 6nemli bir etkisinin olmadigini gostermektedir. Nitekim Ranadheera et al.
(2016) farkli probiyotik kiiltiirler kullanarak tirettikleri fermente kegi siitlerinde depolama

boyunca yag miktarlarinda 6nemli farkliliklarin olmadigini ifade etmislerdir.

Tablo 14. Fermente Siit Orneklerinin Yag Degerlerine Ait Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 0,851 0,499
Depolama siiresi (B) 3 1,565 0,207
AxB 12 0,911 0,542
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde nemli; ** (p<0,01) diizeyinde onemli

Bu c¢aligmada belirlenen yag degerleri diger arastirmacilar tarafindan bildirilen yag
degerleriyle benzerlik gostermektedir (Hrnjez et al. 2014; Ranadheera et al. 2016; Taha et al.
2017). Ehirim and Onyeneke (2013) kegi ve inek siitiinii farkli oranlarda karistirarak tirettikleri
yogurt 6rneklerinde yag oraninin %1,89-4,27 arasinda oldugunu, en yiiksek degeri ise %100
keci siitii ile tiretilen yogurtta tespit ettiklerini bildirmislerdir. Bagka bir ¢alismada elma, kuru
liziim ve bugday ilaveli probiyotik yogurtlarda yag oraninin %3,59-3,92 arasinda degistigi

gozlemlenmistir (Bosnea et al. 2017). Arastirma sonuglarindaki bu farkliliklarin kullanilan
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siitlin tiirdi, bilesimi, liretim metodu, kullanilan ingredientler ve farkli depolama sartlarindan

kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Titrasyon asitligi

Titrasyon asitligi, fermente siit tirtinlerinde siitiin dogal asitliginin yani sira bakterilerin
faaliyetleri sonucu sonradan olusan laktik asit basta olmak tlizere diger organik asitlerin miktar1
hakkinda bilgi veren 6nemli bir parametredir. inkiibasyon sonrasinda asitlik degisiminin,
iriinlin dayanmiklilig1 yani tiiketilebilme O6zelligini kaybetmeksizin saklanabilecegi siirenin

belirlenebilmesi agisindan da 6nemli oldugu belirtilmektedir (Y1lmaz 2006).

Farkli kiiltiir kombinasyonlari ile liretilen fermente siit 6rneklerinde depolama boyunca
belirlenen % asitlik degerleri standart sapmalar1 ile birlikte Tablo 15’de, varyans analizi
sonuglar1 ise Tablo 16°da verilmistir. Varyans analiz sonuglarindan fermente siit 6rneklerinin
% asitlik degerleri lizerine kiiltiir ilavesi ve depolama siiresinin etkisi p<0,01 diizeyinde 6nemli
bulunurken, kiiltiir ilavesi X depolama siiresi interaksiyonunun etkisi istatistiksel olarak énemli
bulunmamistir (p>0,05). Fermente siit 6rneklerine ait en disiik % asitlik degeri (%0,687)
depolamanin sonunda S. thermophilus 20S4 ve L. plantarum 156 suslarinin kullanildigi C
orneginde; en yiiksek % asitlik degeri ise (%0,914) depolamanin sonunda S. thermophilus 2054,
L. plantarum 156 ve L. helveticus DPC 4571 suslarinin kullanildigi B 6rneginde belirlenmistir.
Khanlari et al. (2021) farkli kiiltiir kombinasyonlari ile iirettikleri fermente siit 6rneklerinde
titrasyon asitligini %0,73-0,89; Abdel-Hamid et al. (2019) L. casei ATTC 393 ile iirettikleri
fermente siitlerde titrasyon asitligini %0,73-0,90; Firat (2019) ise antioksidan ve probiyotik
aktivite gOsteren yogurt bakterileri ile trettikleri yogurtlarda depolama boyunca titrasyon
asitligi degerlerini %0,68-0,93 olarak belirlemislerdir. Bu bulgular arastirmada elde edilen %
asitlik degerleri ile uyum icerisindedir. Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’nde
(Anonim 2009) ise titrasyon asitligi degerlerinin (laktik asit olarak agirlikca %) %0,6-1,5
araliginda olmasi gerektigi belirtilmis, bu agidan degerlendirildiginde fermente siit 6rneklerinin

% asitlik degerleri bakimindan ilgili teblige uygun oldugu gortilmiistiir.

Tablo 15. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Siiresince Belirlenen Asitlik Degerleri (%)

Ornekler Depolama Siiresi (Giin)

1 14 28 42
A 0,788+0,05*"8  0,818+0,01°* 0,749+0,04°¢8  0,747+0,03B
B 0,802+0,0328B 0,911+0,05%A 0,887+0,03%A  0,914+0,042A
C 0,713+0,072>48  0,774+0,0204 0,729+0,02¢A8  0,687+0,05°B
D 0,74140,06A  0,844+0,050A  0,778+0,04°A  0,798+0,14%A
E 0,696+0,04>8  0,857+0,08%A  0,810+0,06°”  0,787+0,05>A8

abe. Ayni siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC . Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
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Tablo 16. Fermente Siit Orneklerinin % Asitlik Degerlerine Ait Varyans Analiz Sonuglar

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 13,706 0,00**
Depolama siiresi (B) 3 8,071 0,00**
AxB 12 1,239 0,279
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde onemli; ** (p<0,01) diizeyinde onemli

Fermente siit 6rneklerine ait % asitlik degerlerinin depolama boyunca dar bir aralikta
degisim gosterdigi, bununla birlikte 6zellikle S. thermophilus 20S4, L. plantarum 156 ve L.
helveticus DPC 4571 suslari ile iiretilen B 6rneginin daha yiiksek asitlik degerlerine sahip
oldugu belirlenmistir. Depolama boyunca fermente siitlerin asitlik degerlerinde dalgalanmalar
meydana geldigi, bununla birlikte B, D ve E 6rneklerinin asitliklerinin 42. giinde 1. giine gore
bir miktar yiikseldigi tespit edilmistir. Bu 6rneklerde 6zellikle S. thermophilus 20S4 susuna
ilaveten MRS agarda gelisen termofilik LAB popiilasyonunun (muhtemel L. helveticus DPC
4571) depolama boyunca yiiksek kalmasi asitlik gelisimini tesvik etmis olabilir. Nitekim
fermente siit iirlinlerinde asitlik gelisimi bakteri faaliyetleri sonucu olusan basta laktik asit
olmak {lizere organik asitler ile iliskilendirilmektedir (Shori et al. 2022b). Dolayisiyla L.
helveticus DPC 4571 susunun Orneklerde asitlik gelisimi tizerine katkida bulundugu
sOylenebilir. A ve C 6rneklerinin asitlik degerleri ise 14. giine kadar artmis, ardindan azalma
egilimine girmistir. Yapilan bir galismada arastirmacilar farkli oranlarda inokiile edilen L. caseli
AST18 susunun yogurt Orneklerinin asitlik degerlerini minimum seviyede artirdigini,
depolamanin ilk ve son giinlindeki degerler arasinda 6nemli farkliliklarin bulunmadigini tespit
etmislerdir (Li et al. 2013b). Guo et al. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise kullanilan
probiyotik kiiltiirler i¢inde L. acidophilus NCFM ile B. animalis Bb12 suslarinin bulundugu
fermente siitlerde depolama sonunda fermantasyonun yavasladigi ve titrasyon asitliginin

azaldig rapor edilmistir.

pH

Fermente siit Orneklerinde depolama siiresince belirlenen pH degerleri standart
sapmalart ile birlikte Tablo 17°de, varyans analizi sonuglari ise Tablo 18’de verilmistir. Varyans
analizi sonuglara gore kiiltiir ilavesi ve depolama siiresinin fermente siit 6rneklerinin pH
degerleri iizerine onemli derecede (p<0,01) etki ettigi belirlenmistir. Bununla birlikte kiiltiir
ilavesi x depolama siiresi interaksiyonunun pH’ya olan etkisi istatistiksel olarak Onemsiz
bulunmustur (p>0,05). Orneklere ait en diisiik pH degeri (4,08) depolamanin 42. giiniinde B
orneginde, en yiiksek pH degeri (4,45) ise depolamanin 28. giiniinde C 6rneginde saptanmustir.
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Vitheejongjaroen et al. (2021) B. animalis MSMCB83 ile tirettikleri probiyotik yogurtlarda pH
degerlerinin 3,72 ile 4,67 arasinda; Abdel-Hamid et al. (2019) ise L. casei ATCC 393 susunu
kullanarak fermente ettikleri siitlerde pH degerlerinin 3,95 ile 4,52 arasinda degistigini

bildirmislerdir.

Tablo 17. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Siiresince Belirlenen pH Degerleri

Ornekler Depolama Siiresi (Giin)

1 14 28 42

A 4,35+0,02%A  4,33+0,04A  4,4240,11%~  4,37+0,072A

B 4,32+0,07°~  4,20+0,07°B 4,18+0,04°8  4,08+0,06°C

C 4,424+0,05%A  4,38+0,032A 4,45+0,05%~  4,40+0,072A

D 4,44+0,07%"  4,30+0,0920A 4,37+0,07%”  4,27+0,21%0A
E 4,44+0,10%”  4,32+0,14%A 4,31+0,12A  4,26+0,112A

abe: Ayni siitunda iistel harflerle gdsterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC : Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklhidir.

Tablo 18. Fermente Siit Orneklerinin pH Degerlerine Ait Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 11,878 0,00**
Depolama siiresi (B) 3 6,107 0,00**
AxB 12 1,194 0,308
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde nemli; ** (p<0,01) diizeyinde onemli

Tablo 17 incelendiginde 6zellikle B 6rneginde pH degerlerinin diger 6rneklerden
onemli derecede diisiik oldugu, baslangigta 4,32 olan pH’nin depolama boyunca istatistiksel
olarak 6nemli derecede (p<0,01) diisiis sergileyerek 4,08’e ulastig1 goriilmektedir. Ayni 6rnekte
titrasyon asitligi degerlerinin de yliksek olmasi ve depolama siiresince artis gostermesi bu
sonucu dogrular niteliktedir. S6z konusu durum daha once bahsedildigi iizere B 6rneginde S.
thermophilus 20S4, L. plantarum 156 suslarina ilaveten L. helveticus DPC 4571 susunun
kullanilmasina ve asit iiretimine katkida bulunmasina baglanabilir. Benzer sekilde S.
thermophilus 2054, L. casei ATCC 334 ve L. helveticus DPC 4571 suslarinin kullanildigi E
orneginin pH degerinin de depolama boyunca istatistiksel olarak nemli olmamakla birlikte, bir
diisiis sergiledigi goriilmektedir. Diger 6rneklerin pH degerlerinde ise depolama boyunca hafif
artis ve azaliglarin oldugu belirlenmistir. Laktozun bakteri faaliyetleri sonucu degrade
olmastyla asitlik artigina paralel olarak pH nin diisebilecegi, ardindan laktik asitin parcalanmasi
ve proteoliz sonucu agiga cikan bazik karakterli degradasyon iriinlerinin pH’ y1
yiikseltebilecegi bildirilmistir (Erkaya 2014). Yapilan bir ¢alismada farkli siit cesitleri
kullanilarak tretilen yogurtlarda 14 giinliik depolama siiresince pH degerlerinin azaldig1
bildirilmistir (Ghoneem et al. 2018). Shori et al. (2022a) ise farkl: starter kiiltiirlerin bulundugu

yogurt Orneklerinde en diisiik pH degerinin L. rhamnosus susunun bulundugu ornekte
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belirlendigini, L. plantarum ve L. casei Suslarinin bulundugu orneklerde ise pH’nin

depolamanin 14. giinii hari¢ diger glinlerde kontrol ile benzer oldugunu ifade etmislerdir.

Serum ayrilmasi

Yogurt ve benzeri fermente siit {iriinlerindeki en yaygin teknolojik kusurlardan biri olan
serum ayrilmasi, su fazinin jel yapisindan ayrilmasi olarak bilinmektedir. Sinerezis sirasinda
meydana gelen olaylar net olarak anlasilmamakla birlikte, depolama sirasinda goriilen su
salmaya kazein aginin yeniden diizenlenmesinin neden oldugu disiiniilmektedir. Serum
ayrilmasinin en 6nemli nedenleri arasinda asitlik diizeyi, yliksek inkiibasyon sicakliklari, diisiik
kuru madde igerigi ve yetersiz depolama sicakliklart bulunmaktadir (Bakirct 2014; Bosnea et
al. 2017; Vitheejongjaroen et al. 2021).

Fermente siit 6rneklerinde depolama boyunca belirlenen serum ayrilmasi degerleri (mL)
standart sapmalari ile birlikte Tablo 19°da, varyans analizi sonuglari ise Tablo 20°de verilmistir.
Serum ayrilmasi degerleri ilizerine depolama siiresinin etkisi p<0,01 diizeyinde Onemli
bulunurken, kiiltiir ilavesi ve kiltiir ilavesi x depolama siiresi interaksiyonunun etkisi
istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir (p>0,05). Fermente siit 6rneklerinde en diisiik serum
ayrilmasi degeri (6,87 mL) depolamanin 28. giiniinde A 6rneginde, en yiiksek serum ayrilmasi
degeri (8,87 mL) ise depolamanin 1. giiniinde D 6rneginde saptanmistir. Benzer sekilde Firat
(2019) yogurt 6rneklerinde depolama boyunca serum ayrilmasina ait degerlerin 7,05-9,0 mL

arasinda degistigini belirtmistir.

Tablo 19. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Boyunca Belirlenen Serum Ayrilmasi
Degerleri (mL)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler
1 14 28 42
A 7,62+0,47°8 7,00+0,91248 6,87+1,31%4 8,62+0,25"8
B 7,75+0,64>A 7,50+0,91%A 7,12+1,03%A 7,72+0,48%A
C 8,55+0,10%A 7,37+1,10%48 7,00+1,15%B 7,50+0,40%048
D 8,870,624 8,1240,85%A8 7,25+0,50*B 8,37+0,47%A
E 8,30+£0,233A 7,81+£1,02%A 7,62+0,75%A 8,00+0,812A

abe: Ayni siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC : Aym satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.

Tablo 19°da goriildiigii izere serum ayrilmasi agisindan ornekler arasinda depolamanin
1. ve 42. giinleri harig istatistiksel olarak farkliligin bulunmadigi, s6z konusu degerlerin genel
olarak benzer oldugu belirlenmistir. Bosnea et al. (2017) serbest ve immobilize L. casei
kullanarak tirettikleri yogurt 6rnekleri arasinda serum ayrilmasi agisindan farkliligin olmadigimn

bildirmislerdir.

56



Tablo 20. Fermente Siit Orneklerinin Serum Ayrilmas1 Degerlerine Ait Varyans Analiz
Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 2,106 0,091
Depolama siiresi (B) 3 7,433 0,00**
AxB 12 0,970 0,487
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde 5nemli; ** (p<0,01) diizeyinde onemli

Fermente stitlerin tiimi{inde serum ayrilmasinin depolamanin 28. giiniine kadar azaldig,
depolamanin son giiniinde artis gosterdigi, bununla birlikte bu artis ve azalislarin A, C, D
orneklerinde istatistiksel olarak dnemli oldugu tespit edilmistir. Bir calismada ticari probiyotik
ve yogurt kiiltiirlerinin kullanildig1 fermente siitlerde serum ayrilmasinin depolama siiresince
azaldig1 rapor edilmistir (Torre et al. 2003). Yogurt ve benzeri siit iiriinlerinde asitlik artisinin
serum ayrilmasini azalttig bildirilmistir (Hussin et al. 2021). Nitekim Atamer ve Sezgin (1987)
depolama boyunca yogurt 6rneklerinde serum ayrilmasinin azaldigini ve asitlik diizeyinin pH
4’¢ kadar artmasinin serum ayrilmasini azalttigini bildirmiglerdir. Bununla birlikte uzun siireli
fermantasyonda jel aginin yeniden diizenlendigi, buna bagl olarak gdzenek sayisinin gogaldigi
ve serum ayrilmasinin arttig1 rapor edilmistir (Vitheejongjaroen et al. 2021). Ayrica pH’nin
4’lin altina diismesi durumunda ise suyun hidratasyonunun azaldigi, sonug¢ olarak pthtinin

biiziilerek sineresizin belirginlestigi ifade edilmistir (Penna et al. 2006).

Viskozite

Viskozite; fermente siit iirlinlerinin piht1 stabilitesi ve kivami hakkinda bilgi veren,
ayrica tiiketici tercihini etkileyen Onemli kalite gostergelerinden biridir. Farkli kiiltiir
kombinasyonlart ile iiretilen yogurt benzeri fermente siit 6rneklerinin viskozite degerleri Tablo
21’de, varyans analiz sonuglar1 ise Tablo 22’de verilmistir. Yapilan varyans analizi test
sonuclarindan viskozite degerleri lizerine depolama siiresinin etkisi p<0,01 diizeyinde énemli
bulunurken, kiiltiir ilavesi ile kiiltiir ilavesi x depolama siiresi interaksiyonunun etkisi ise
istatistiksel olarak onemli bulunmamistir (p>0,05). Fermente siit orneklerine ait en diisiik
viskozite degeri (9546,75 cP) S. thermophilus 20S4, L. plantarum 156 ve L. helveticus DPC
4571 suslarmin kullanildig1 B 6rneginde depolamanin 42. giiniinde, en yiiksek viskozite degeri
ise (14638,00 cP) S. thermophilus 20S4, L. plantarum 156 ve L. casei ATCC 334 suslarinin

kullanildig1 A 6rneginde depolamanin 14. giinlinde tespit edilmistir.
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Tablo 21. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Siiresince Belirlenen Viskozite Degerleri (CP)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler
1 14 28 42
A 10785,75+1449,9728  14638,00+1759,518A 13461,25+830,282A 10048,25ﬂ:989,46£’b'B
B 10775,00+1142,5928  11551,00+939,270A8 13438,00+570,45%A 9546,75+2244,0108
C 12147,00+2548,142A 12559,00ﬂ:1091,06b'A 12963,50+£1480,363A 10894,75+1 171,81”"A
D 11565,2542191,28%~  11987,50+1350,49°A 12920,50+1188,623A 11272,75+468,53%A
E 10583,50+1252,712¢ 12355,75ﬂ:554,40b'AB 13671,25+£1015,833A 11636,00+492,222.C8

abe: Ayni siitunda iistel harflerle gdsterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC . Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.

Tablo 22. Fermente Siit Orneklerinin Viskozite Degerlerine Ait Varyans Analiz Sonuglar

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 1,114 0,358
Depolama siiresi (B) 3 16,055 0,00**
AxB 12 1,585 0,120
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde onemli; ** (p<0,01) diizeyinde onemli

Fermente siit 6rneklerinin viskozite degerlerinin depolamanin 14. ve 42. giinleri disinda,
istatistiksel olarak benzer oldugu, kullanilan kiiltiir kombinasyonlarmin fermente siitlerin
viskozite degerlerini onemli diizeyde etkilemedigi goriilmektedir. Viskozite degerlerinin
depolama siiresince degisimine bakildiginda; tiim orneklerde ilgili parametrenin genel olarak
depolamanin 28. giinline kadar artig gosterdigi, bu artisin A, B ve E 6rneklerinde istatistiksel
olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir. Depolamanin 42. giiniinde ise tiim 6rneklerin viskozite
degerlerinde belirgin diisiis meydana gelmis, en fazla diisiis ise B 6rneginde tespit edilmistir.
Yapilan bir arastirmada L. helveticus H9 susu farkli oranlarda yogurt {iretiminde kullanilmis ve
depolamanin ilk 14 giiniinde viskozitenin arttig1 belirtilmistir. Aragtirmacilar viskozitedeki bu
artig1 bakteriler tarafindan tretilen polisakkaritlere, ayrica diisikk pH ve sicaklik kosullarinin
koagiilasyon ve jel olusumunu tesvik etmesine baglamislardir (Zhou et al. 2019). Nitekim kuru
madde, protein miktari, uygulanan 1sil islem ve siiresi, serum proteinlerinin denatiire olma
dereceleri, homojenizasyon, pH, bakterilerin metabolik {riinleri gibi ¢ok sayida faktoriin
viskozite iizerinde etkili oldugu bilinmektedir (Ozer 2006; Bakirc1 2014).

Fermente Siit Orneklerine Ait Mikrobiyolojik Analiz Sonuglar
MRS agarda gelisen mezofilik LAB sayilari

Fermente siit orneklerinin MRS agarda gelisen mezofilik LAB sayilar1 standart
sapmalar1 ile birlikte Tablo 23’de, varyans analizi test sonuglart ise Tablo 24’de verilmistir.

Varyans analizi sonuglarindan MRS agarda gelisen mezofilik LAB sayis1 lizerine kiiltiir ilavesi
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ve depolama siiresinin etkisinin istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde; kiiltiir ilavesi x depolama
stiresi interaksiyonunun etkisinin ise p<0,05 diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir. Fermente
stit orneklerinin MRS agarda gelisen mezofilik LAB sayilaria ait kiiltiir ilavesi x depolama

stiresi interaksiyonunun grafigi ise Sekil 13’de sunulmustur.

Orneklere ait MRS agarda gelisen en diisiik mezofilik LAB sayis1 (7,06 log kob/g) B
orneginde depolamanin 28. giinlinde, en yiiksek say1 (8,24 log kob/g) ise E orneginde
depolamanin baslangicinda belirlenmistir. Benzer sekilde Pyo and Song (2009) L. delbrueckii
subsp. latis KFRI 01181 ve L. plantarum KFRI 00144 ile fermente ettikleri soya yogurdunda
LAB sayisinin 30 giinlik depolama boyunca 7,7-8,9 log kob/g arasinda degistigini
bildirmislerdir. Starter ve probiyotik kiiltiirler kullanilarak yogurt liretiminin yapildig1 bagka bir
caligmada ise L. casei ve L. paracasei toplam sayisinin 6,74-8,70 log kob/g arasinda degistigi
ifade edilmistir (Sah et al 2015). Mevcut sonuglardan mezofilik laktobasil kiiltiirlerinin biitiin
orneklerde depolama sonuna kadar canliliklarini yiiksek oranda (10°-107 kob/g) korudugu
goriilmektedir. Nitekim yogurt ve benzeri fermente siit {irlinlerinin raf dmrii boyunca canl
LAB’lar1 belirli oranda igermesi saglik tizerinde faydali olabilmesi i¢in 6nem arz etmektedir.
pH, besin bilesenleri, depolama kosullar1 dahil olmak iizere bir¢ok faktoriin LAB’1n canliligina
katkida bulundugu bildirilmistir (Shori et al. 2022a).

Tablo 23. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Boyunca Belirlenen MRS Agarda Gelisen
Mezofilik LAB Sayilar1 (log kob/g)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler
1 14 28 42
A 7,94+0,04°A 7,860,094  7.90+0,06A  7,70+0,07%8
B 7,73+0,26%4 7,48+0,12°A 7,06+0,22%8 7,40+0,310¢AB
C 7,75+0,03¢A 7,704+0,123¢A 7 61+0,13%AB  7,27+0,43%8
D 8,01+0,08"A 7,57+0,38°B 7,72+0,07°¢A8 7 76+0,062>A8
E 8,24+0,00%A 7,91+0,13%8 8,02+0,29%AB 7 ,98+0,11*AB

abe; Aym siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklhidur.
ABC : Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidur.

Tablo 24. Fermente Siit Orneklerinin MRS Agarda Gelisen Mezofilik LAB Sayilarma Ait
Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 24,525 0,00**
Depolama siiresi (B) 3 10,287 0,00**
AxB 12 2,387 0,014*
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde dnemli; ** (p<0,01) diizeyinde 6nemli
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Tablo 23 incelendiginde MRS agarda gelisen mezofilik LAB sayilar1 agisindan 6rnekler
arasinda istatistiksel olarak farkliliklarin bulundugu, bu farkliliklarin fermente siitlerin
tiretiminde  kullanilan  kiiltiir =~ kombinasyonlarindaki ~ farkliliktan ~ kaynaklandig:
diisiniilmektedir. Nitekim s6z konusu bakteri grubuna ait en yiiksek sayilarin L. plantarum 156
ve L. casei ATCC 334 suslarinin bulundugu A, D 6rnekleri ile L. casei ATCC 334 susunu igeren
E orneginde tespit edildigi, B (S. thermophilus 20S4+L. plantarum 156+L. helveticus DPC
4571) ve C (S. thermophilus 20S4+L. plantarum 156) 6rneklerinde ise bu sayilarin nispeten
diisiik kaldig1 goriilmektedir.

Depolama boyunca MRS agarda gelisen mezofilik LAB sayilarinin C 6rneginde siirekli
olarak azaldigi, bu azalmanin 6zellikle 42. giinde daha belirgin oldugu, diger 6rneklerde ise
hafif artig/azalislar olmakla birlikte, bakteri sayilarinin genel olarak stabil kaldig1 gdzlenmistir.
Benzer sekilde Gu et al. (2020) L. paracasei IMC502 susunun kullanildigi yogurtlarda L.
paracasei sayisinin 10° log kob/g’dan yiiksek oldugunu ve depolama siiresince stabil kaldigin
bildirmiglerdir.
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Sekil 13. Fermente siit 6rneklerinin MRS agarda gelisen mezofilik LAB sayilari {izerine
kiiltiir ilavesi X depolama siiresi interaksiyonunun etkisi

Sekil 13 incelendiginde fermente siit 6rneklerinin MRS agarda gelisen mezofilik LAB
sayilarinda depolama siiresince hafif dalgalanmalarin meydana geldigi, bununla birlikte bakteri

sayilarinin genel olarak stabil kaldig1 gortilmektedir.

MRS agarda gelisen termofilik LAB sayilar:

Fermente siit 6rneklerinin MRS agarda gelisen termofilik LAB sayilarinin depolama
boyunca degisimi standart sapmalari ile birlikte Tablo 25’de, varyans analizi test sonuglar1 ise

Tablo 26’da verilmistir. Fermente siit 6rneklerinin MRS agarda gelisen termofilik LAB

60



sayilarina iligkin varyans analizi sonuglarindan bakteri sayilar1 iizerine kiiltiir ilavesi ve
depolama siiresinin etkisi p<0,01 diizeyinde Onemli, kiiltiir ilavesi X depolama siiresi
interaksiyonunun etkisi ise istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). Fermente siit
orneklerine ait MRS agarda gelisen en diisiik termofilik LAB sayis1 (3,73 log kob/g) A
orneginde depolamanin 28. giiniinde, en yiiksek sayr (8,33 log kob/g) ise B o6rneginde

depolamanin baglangicinda tespit edilmistir.

Tablo 25. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Boyunca Belirlenen MRS Agarda Gelisen
Termofilik LAB Sayilari (log kob/g)

Ornekler Depolama Siiresi (Giin)
1 14 28 42
A 4,12+0,215A 3,78+0,13¢%B 3,73+0,04%8 3,86+0,20" B
B 8,33+0,14%A 8,28+0,01%A 8,12+0,04%8 8,00+0,03%C
C 4,19+0,16"B 4,38+0,05>A 4,02+0,02°C 3,80+0,04%P
D 8,10+0,20*A 8,09+0,18%A 8,12+0,17%A 7,97+0,023A
E 8,27+0,20A 8,08+0,45%4 7,91+0,37%A 7,86+0,28%A

abe: Ayni siitunda istel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC. Aymi satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.

Tablo 26. Fermente Siit Orneklerinin MRS Agarda Gelisen Termofilik LAB Sayilarina Ait
Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 2189,599 0,00**
Depolama siiresi (B) 3 9,935 0,00**
AxB 12 1,629 0,108
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde 5nemli; ** (p<0,01) diizeyinde onemli

MRS agarda gelisen termofilik LAB sayilar1 acisindan ornekler arasinda istastiksel
olarak 6nemli diizeyde farkliliklarin bulundugu, 6zellikle A ve C drneklerinde MRS agarda
gelisen termofilik LAB sayilarinin diger orneklere gore diisiik diizeyde kaldigi goriilmektedir
(Tablo 25). Bu durumun fermente siitlerin tiretiminde kullanilan kiiltiir kombinasyonlarinin
farkliligindan kaynaklandigi, 6zellikle B, D ve E 6rneklerinin termofil karakterli oldugu bilinen
L. helveticus DPC 4571 susunu igermesi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. A ve C
orneklerine ait kiiltiir kombinasyonlarinda ise L. helveticus DPC 4571 susunun bulunmamasi,
bu orneklerde MRS agarda gelisen termofilik LAB sayilarinin daha diigiik olmasimi
aciklamaktadir. Yine A ve C orneklerine ait petrilerde gelisen kolonilerin ise S. thermophilus

20S4, L. plantarum 156 ya da L. casei ATCC 334 suslarina ait olabilecegi diisiniilmektedir.

MRS agarda gelisen termofilik LAB popiilasyonunun depolama siiresince genel olarak

azalma egiliminde oldugu, ozellikle baslangic sayilar1 dikkate alindifinda tiim Grneklerde
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depolamanin 42. giiniinde azalma goriildiigii, bu azalmanin A, B ve C 6rneklerinde istatistiksel
olarak o6nemli oldugu belirlenmistir. Moineau-Jean et al. (2019) S. thermophilus ve L.
helveticus R0052 suslar ile iirettikleri yogurt &rneklerinde; baslangic sayis1 107 kob/mL olan
L. helveticus R0052’un depolamanin 16. giiniinden itibaren hafif azaldigini, ancak depolama
boyunca genel olarak stabil kaldigini bildirmislerdir. L. helveticus H9 susunun {i¢ farkl siit
¢esidine degisik oranlarda inokiile edildigi bir ¢alismada ise 6rneklerin tiimiinde L. helveticus
sayisinin 10° kob/g’nin iizerinde oldugu ve depolama siiresince hafif sekilde azaldig1 rapor

edilmistir (Wang et al. 2015).

M-17 agarda gelisen LAB sayilar:

Fermente siit 6rneklerinin M-17 agarda gelisen LAB sayilari standart sapmalari ile
birlikte Tablo 27°de, varyans analizi test sonuglar ise Tablo 28’de verilmistir. Varyans analizi
sonuclarindan bakteri sayilar1 {izerine depolama siiresinin etkisi p<0,01 diizeyinde onemli,
kiiltiir ilavesi ve kiiltiir ilavesi x depolama siiresi interaksiyonunun etkisi ise istatistiksel olarak

Oonemsiz bulunmustur (p>0,05).

Fermente siit 6rneklerine ait M-17 agarda gelisen en diisiik LAB sayisi (8,59 log kob/g)
C oOrneginde depolamanin baslangicinda, en yiikksek LAB sayist (8,92 log kob/g) ise
depolamanin 14. giiniinde yine C 6rneginde belirlenmistir. Shori et al. (2022a) tarafindan
yapilan ¢aligmada farkli starter kiiltiir kombinasyonlart ile Giretilen yogurtlarda S. thermophilus
sayisinin 8,04-8,84 log kob/g arasinda degistigi, Minervini et al. (2009) tarafindan yapilan
baska bir ¢alismada ise 8,61-8,77 log kob/g arasinda oldugu bildirilmistir. Elde edilen bulgular

bu arastirmalarin sonuglari ile benzerlik arz etmektedir.

Tablo 27. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Boyunca Belirlenen M-17 Agarda Gelisen
LAB Sayilari (log kob/g)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler
1 14 28 42
A 8,80+0,052A 8,91+0,122A  8,79+0,16**  8,81+0,07*A
B 8,73+0,17%A 8,79+0,05*A  8,73+0,05*A  8,66:+0,12°A
C 8,59+0,05°¢ 8,92+0,07*"  8,85+0,05%"  8,72+0,09%B
D 8,79+0,023A 8,80+0,04*A  8,81+0,13*A  8,75+0,05%A
E 8,67+0,10%A 8,89+0,08*"  8,81+0,26*"  8,79+0,05%A

abe: Ayni siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC. Aymi satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
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Tablo 28. Fermente Siit Orneklerinin M17 Agarda Gelisen LAB Sayilara Ait Varyans Analiz
Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 1,929 0,11
Depolama siiresi (B) 3 6,966 0,00**
AxB 12 1,336 0,22
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde Snemli; ** (p<0,01) diizeyinde onemli

Fermente siit 6rneklerinin M-17 agarda gelisen LAB sayilarinin depolamanin 1. ve 42.
giinleri disinda istatistiksel olarak benzer oldugu, tiim 6rneklerde depolama siiresince bakteri
sayistnin 108 kob/g seviyelerinde kaldigi goriilmektedir. Bu durumun fermente siitlerin
tiretiminde kullanilan kiiltiir kombinasyonlarinin tiimiinde ayni1 oranda S. thermophilus 20S4
susunun bulunmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Benzer sekilde Turgut et al. (2004)
probiyotik ve yogurt kiiltiirleri ile; Moineau-Jean et al. (2019) ise yogurt kiiltiirii ve L. helveticus
R0052 susu ile irettikleri yogurtlarda S. thermophilus sayisinin depolama siiresince sabit
kaldigini bildirmislerdir. Nitekim uzun siireli buzdolab:1 sartlarinda streptokok cinsine ait
suslarin laktobasillere gore daha fazla sag kalim gosterdigi bildirilmistir (Minervini et al. 2009).
Ayrica S. thermophilus’un laktobasil suslari ile simbiyotik bir iligki i¢inde oldugu, bu yiizden
yiiksek popiilasyona sahip oldugu disiiniilmektedir. Nitekim bir c¢alismada probiyotik
Lactobacillus spp. suslarinin S. thermophilus’un canliligi iizerinde koruyucu etkilerinin oldugu
ve boylece depolama sonunda yogurt Orneklerinin S. thermophilus sayisinda bir azalma
olmadig1 rapor edilmistir (Shori et al. 2022b). Ote yandan 6rneklerde pH’nin énemli oranda

diismemeside S. thermophilus’un canliligin1 korumasinda etkili olabilmektedir.

Maya ve kiif sayisi

Fermente siit orneklerinin maya ve kiif sayilarinin depolama siiresince degisimi Tablo
29 ve Tablo 30’da, varyans analiz test sonuglari ise Tablo 31’de verilmistir. Fermente siit
orneklerinde maya sayis1 iizerine kiiltiir ilavesi ve kiiltiir ilavesi X depolama siiresi
interaksiyonunun etkisi p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunurken, depolama siiresinin etkisi p<0,01
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Fermente siit 6rneklerinin maya sayilarina ait kiiltiir ilavesi X

depolama siiresi interaksiyonunun grafigi Sekil 14’de verilmistir.

Tablo 29 incelendiginde A, B ve D 6rneklerinde depolamanin 28. giiniinden itibaren
maya olusumu gozlenmis, en yiiksek maya sayisi (3,94 log kob/g) B 6rneginde depolamanin
42. giinlinde saptanmistir. Kiif sayisi ise biitlin orneklerde depolama sonuna kadar tespit
edilebilir seviyenin altinda (<2 log kob/g) kalmistir. Elde edilen sonuglara paralel olarak Erkaya
(2009) inek yogurdunda maya kiif sayisinin 1,00-1,33 log kob/g olarak tespit edildigini
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bildirmistir. Sanlidere Aloglu and Oner (2011) ise geleneksel yontemlerle iiretilen yogurtlarda
maya kiif sayisinin depolama boyunca 4,0-5,26 log kob/g arasinda oldugunu ifade etmislerdir.
Maya kiif sayisinin yiiksek olmasinda iiretim sirasinda hijyen kosullarina dikkat edilmemesinin
ve muhafaza sartlarinda gereken hassasiyetin gdsterilmemesinin etkili olabilecegini

belirtmislerdir.

Tablo 29. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Boyunca Belirlenen Maya Sayilar1 (log kob/g)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler
1 14 28 42
A <2+0,00%4 <2+0,00%A 2,75+0,98*A 3,26+1,570A
B <2+0,00%B <2+0,00%B 2,63+0,73%B 3,940,763~
C <2+0,00%8 <240,00%B <2+0,00%8 3,2341,53%A
D <2+0,00%B <2+0,00%B 2,64+0,86%A <2+0,00°B
E <2+0,00%A <2+0,00%A <2+0,00%A <2+0,00A

abe: Ayni siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC. Aym satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farkhidir.

Tablo 30. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Boyunca Belirlenen Kiif Sayilar1 (log kob/g)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler
1 14 28 42
A <2+0,00 <2+0,00 <2+0,00 <2+0,00
B <2+0,00 <2+0,00 <2+0,00 <2+0,00
C <2+0,00 <240,00 <2+0,00 <240,00
D <2+0,00 <2+0,00 <2+0,00 <2+0,00
E <2+0,00 <2+0,00 <2+0,00 <2+0,00

Tablo 31. Fermente Siit Orneklerinin Maya Sayilaria Ait Varyans Analiz Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 3,239 0,018*
Depolama siiresi (B) 3 10,705 0,00**
AxB 12 2,447 0,011*
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde onemli; ** (p<0,01) diizeyinde onemli

Sekil 14 incelendiginde A ve B Orneklerinin maya sayilarinin 14. giine kadar <2 log
kob/g seviyesinde oldugu, depolamanin ilerleyen giinlerinde bu sayinin arttig1 gériilmektedir.
Tiim Ornekler arasinda en yiiksek maya sayisi B Orneginde depolamanin 42. giinlinde
belirlenmistir. C 6rneginde depolamanin 42. giiniinde, D 6rneginde ise depolamanin 28.
giinlinde maya sayisinin arttigi tespit edilmistir. E Orneginde ise maya gelisimi depolama

boyunca tespit edilebilir seviyenin altinda kalmistir (<2 log kob/g).
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Sekil 14. Fermente siit 6rneklerinin maya sayilari {lizerine kiiltiir ilavesi X depolama siiresi
interaksiyonunun etkisi

Fermente Siit Orneklerinin Peptid Profiline Ait Analiz Sonuclar

Proteinler ve yiiksek molekiil agirlikli peptidler enzimatik olarak veya proteolitik bir sus
ile fermantasyona ugratilarak daha diisiik molekiil agirlikli peptidlere hidrolize edilebilmektedir
(Korhonen et al. 2006). Yiiksek basingli sivi kromatografisi proteolizin bir gostergesi olarak
kabul edilen bu peptidlerin olusumunu analiz etmek i¢in basvurulan en yaygin ve en etkili
yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir. RP-HPLC kromatogramlar1 farkli molekiil
agirliklarindaki peptitlerin dizilimini gostermekte ve peptid konsantrasyonlari arasindaki
farkliligr agik bir sekilde ortaya koymaktadir (Sahingil 2012). Ayni1 zamanda HPLC
kromatogramlarinda olusan pik sayisi, yiiksekligi ve olustugu alan (hidrofilik ve hidrofobik

bolge) proteoliz hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir.

Yogurt benzeri fermente siit 6rneklerinin peptid profili analizi RP-HPLC kullanilarak
belirlenmis ve depolama periyodunun 1., 14., 28. ve 42. giinlerinde elde edilen HPLC

kromatogramlar: Sekil 15-Sekil 18’de verilmistir.
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Sekil 15. Fermente siit 6rneklerinde 1. giinde belirlenen peptid profiline ait RP-HPLC
kromatogrami

Sekil 15 incelendiginde depolamanin baslangicinda hem pik sayis1 hem de yiikseklikleri
acisindan fermente siit drnekleri arasinda bazi farkliliklarin bulundugu belirlenmistir. Ozellikle
alikonma siiresinin 21. dakikasinda gelen pikin yiiksekliginin C 6rneginde diger drneklere gore
belirgin derecede yiiksek oldugu, s6z konusu pikin E orneginde ise belirlenemedigi
goriilmektedir. Alikonma siiresinin 28. dakikasinda gelen piklerin ise B ve E 6rneklerinde daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde 33. dakikada gelen pikin yiiksekliginin A, B, D,
E orneklerinde birbirine yakin oldugu, C 6rneginde ise oldukca diisiik kaldig: tespit edilmistir.
Ayni zamanda 54. dakikada gelen pik yiiksekliginin B, E ve D orneklerinde daha yiiksek
oldugu, 55. dakikada gelen pikin ise sadece E 6rneginde belirlendigi goriilmektedir.
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Sekil 16. Fermente siit 6rneklerinde 14. giinde belirlenen peptid profiline ait RP-HPLC
kromatogrami
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Depolamanin 14. giiniine ait peptid profili kromatogrami Sekil 16’da verilmistir.
Kromatogram incelendiginde 6rnekler arasinda bazi farkliliklarin bulundugu, 6zellikle B, D, E
orneklerinde bazi piklerin A ve C Orneklerine gore belirgin derecede yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Alikonma siiresinin 19., 28., 42., 54., 55. ve 58. dakikalarinda gelen pik
yiiksekliklerinin bu 6rneklerde daha ytliksek oldugu belirlenmistir. Depolamanin 1. giiniinde A,
C ve D orneklerinde 21. dakikada gozlemlenen piklerin yiiksekliginin 14. giinden itibaren
onemli diizeyde azaldigi gozlenmistir. Bu durumun kullanilan kiiltiirlerin sahip oldugu
proteolitik enzimler vasitasiyla peptitleri pargalayarak yeni peptid ya da amino asitleri meydana
getirmesi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim Bergamini et al. (2006) peptidazlar
icin substrat olarak kullanilan peptitlerin parcalanmasiyla pik alanlarinin azaldigini

belirtmislerdir.
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Sekil 17. Fermente siit 6rneklerinde 28. giinde belirlenen peptid profiline ait RP-HPLC
kromatogrami
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Sekil 18. Fermente siit 6rneklerinde 42. giinde belirlenen peptid profiline ait RP-HPLC
kromatogrami
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Depolamanin 28. ve 42. giinlerinde 6zellikle 6rnekler arasinda hem piklerin sayis1 hem
de yiikseklikleri agisindan farkliliklarin bulundugu gozlenmistir (Sekil 17-Sekil 18). Peptid
profillerinin 28. ve 42. giinlerine ait kromatogramlar incelendiginde; B, D ve E 6rneklerinde
pik sayis1 ve yiiksekliklerinin diger orneklere oranla daha fazla oldugu, bu 6rneklerde 42. ve
51. dakikalarda yeni piklerin olustugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda 54., 55. ve 58. dakikalarda
gelen piklerin B, D ve E orneklerinde daha yiiksek ve belirgin, A ve C drneklerinde ise daha
diisiik oldugu belirlenmistir. Alikonma siiresinin 48. dakikasinda gelen pikin ise sadece E
orneginde belirlendigi gézlenmistir. Bu durumun s6z konusu 6rneklerin (B, D ve E) tiretiminde
proteolitik aktiviteye sahip L. helveticus DPC 4571 ticari susunun kullanilmasi ve bu susun
peptid olusumunu tesvik etmis olmasindan kaynaklandigi distinilmektedir. Nitekim L.
helveticus suslariin kompleks bir proteolitik sisteme sahip oldugu ve diger laktik kiiltiirlere
nazaran daha yiiksek oranda peptid tirettigi bildirilmistir (Cavalheiro et al. 2020). Ayrica D ve
E orneklerinin tiretiminde L. helveticus DPC 4571’in yan sira L. casei ATCC 334 susunun
kullanilmasinin da sinerjist etki olusturdugu ve buna bagli olarak proteoliz seviyesini artirdigi
diistiniilmektedir. Benzer sekilde Gu et al. (2020) ¢oklu starter kullaniminin yogurtta peptid

olusumunu tesvik ettigini bildirmislerdir.

Depolama boyunca her bir fermente siit 6rneginin kendi igerisinde peptid profilinde
goriilen degisimi gosteren kromatogramlar toplu olarak Sekil 19°da sunulmustur. A 6rneginde
depolama boyunca bazi pik yiiksekliklerinin degistigi, ancak kromatogramda genel olarak
onemli degisikliklerin olmadig1 tespit edilmistir. S6z konusu 6rnekte 21. dakikada gelen pikin
depolamanin 42. giiniinde son derece azaldigi, 57. ve 63. dakikada olusan pik yiiksekliklerinin
ise depolamanin 42. giliniinde arttig1 goriilmektedir. B 0rneginde depolama ilerledik¢e pik
yiiksekliklerinin arttig1, 28., 38., 39., 41., 50., 54. ve 58. dakikalarda gelen piklerin seviyesinin
depolamanin sonlarina dogru yiikseldigi ve piklerin belirginlestigi goriilmektedir. C rneginde
depolama boyunca peptid profili agisindan 6nemli farkliliklarin olmadigi, 21. dakikada gelen
pik yiiksekliginin depolama sonuna dogru azaldigi, 33. dakikada gelen pikin yiiksekliginin ise
42. giine kadar arttigi goriilmektedir. D Orneginde depolama periyodu boyunca pik
yiiksekliklerinin degistigi, 1. giinde 21. dakikada gelen pikin ilerleyen giinlerde 6nemli
derecede azaldigi, 38., 39. ve 40. dakikalar ile 51., 54., 55., 58. ve 63. dakikalarda gelen piklerin
yiiksekliginin ise depolama ilerledikge arttigi belirlenmistir. Piklerin sayisi ve yiiksekligi
bakimindan E o6rneginin diger drneklere gore dnemli derecede farklilik gosterdigi, 40.-51.

dakikalar arasi ile 57. dakikada gelen pik yiiksekliklerinin depolama ilerledik¢e artis gosterdigi

goriilmistir.
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Sanlidere Aloglu (2010) ticari ve geleneksel yogurt drneklerinin peptid profillerine ait
kromatogramlarin birbirine benzer oldugunu, ancak depolama boyunca pik alanlarinda
kantitatif farkliliklarin bulundugunu belirtmistir. Nielsen et al. (2009) yiiksek proteolitik
aktiviteye sahip L. helveticus suslar1 ile fermente ettikleri siitlerde 7. giinde ¢ok sayida belirgin
piklerin olustugunu, 1. giine gore peptid profilinin 6nemli Gl¢iide degistigini bildirmislerdir.
Arastirmacilar bu durumun hidrolizin yliksek oranda ger¢eklesmesinden kaynaklandigini ifade
etmiglerdir. Benzer sekilde L. helveticus suslarmin (Ml 1198 ve CHCC 4080) kullanildig:
fermente siitlerde belirlenen peptid sayisinda ve miktarinda depolama boyunca artis oldugu
bildirilmistir (Otte et al. 2011). Yapilan bir ¢alismada ise yogurt kiiltiiri ve ilaveten L.
paracasei ssp. paracasei DC412 susunun kullanildigi koyun yogurdu &rneklerinde peptid
profilinin birbirine benzer oldugu, sadece bazi pik alanlarinda kantitatif olarak farkliliklarin
tespit edildigi bildirilmistir. Arastirmacilar ayrica ¢ogu pikin depolamanin 2. giiniinde

olustugunu belirtmislerdir (Papadimitriou et al. 2007).
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Sekil 19. Fermente siit 6rneklerinin depolama boyunca peptid profillerine ait kromatogramlar
Peptitlerde Biyoaktivite Analizleri

ACE inhibitor aktivite

Peptitlerin ACE inhibisyon aktivitesi (% inhibisyon)

Fermente siit 6rneklerinden ekstrakte edilen peptitlerin ACE inhibitor aktivitesi %

inhibisyon ve IC50 degeri olarak ifade edilmis ve analiz sonuglari standart sapmalari ile birlikte
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Tablo 32’de sunulmustur. Peptid ekstraktlarinin % ACE inhibisyonu degerlerine ait varyans
analizi sonuclart ise Tablo 33’de verilmistir. Varyans analizi sonuglarindan % inhibisyon degeri
tizerine kiiltlir ilavesi, depolama siiresi ile kiiltiir ilavesi x depolama siiresi interaksiyonunun
etkisi istatistiksel olarak Onemli bulunmustur (p<0,01). Peptid ekstraktlarinin % ACE

inhibisyonuna ait kiiltiir ilavesi X depolama siiresi interaksiyonu ise Sekil 20’de sunulmustur.

Fermente siit orneklerine ait en diisiik % inhibisyon degeri (%45,71) depolamanin
baslangicinda E Orneginde, en yiiksek deger (%84,78) ise depolamanin 42. giiniinde yine E
orneginde belirlenmistir. EI-Fattah et al. (2018) yogurt bakterilerine ilaveten yiiksek proteolitik
aktiviteye sahip suslart (L. cremoris, L. lactis, L. helveticus Lh-B02, L. rhamnosus B-1445)
kullanarak iirettikleri yogurt drneklerinde ACE inhibitor aktivitesinin %66,79-89,17 arasinda
degistigini bildirmislerdir. Minervini et al. (2009) S. thermophilus CR12, L. casei LCO01, L.
helveticus PR4, L. acidophilus 2949 ve L. plantarum 1288 suslarini tekli ve kombinasyon
halinde kullanarak tirettikleri fermente kegci sitlerinde ACE inhibitor aktivitesinin %34,30-

82,00 araliginda degistigini bildirmislerdir.

Min et al. (2020) ise L. plantarum K25 ve yogurt kiiltiirlerini kullanarak irettikleri
fermente siitlerde ACE inhibitor aktivitesinin depolama boyunca %22,30-49,30 arasinda
oldugunu tespit etmislerdir. Cesitli aragtirma bulgularindan gériildiigii iizere ACE inhibisyon
aktivitesinin farkli araliklarda degisim gosterdigi, bu durumun ACE inhibisyon aktivitesinin
biiyiik 6lgiide bakteri susuna bagl olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Nitekim ACE
inhibitor aktivitesinin susa bagimli olarak degisebilecegi baska arastirmacilar tarafindan da

bildirilmistir (Panayotova et al. 2018; Kariyawasam et al. 2021).

Yapilan bir ¢caligmada 59 adet L. helveticus susu fermente siit tiretiminde kullanilmis,
s0z konusu bakteri suslariin 38’inin %50’nin lizerinde ACE inhibitor aktivitesi gosterdigi
bildirilmistir (Chen et al. 2015). Bir diger ¢calismada ise kefir izolatlar1 (155 ve 256) ile L. lactis
suslarinda ACE inhibitor aktivitesinin belirlenemedigi bildirilmistir (Pihlanto et al. 2010).

Tablo 32. Peptid Ekstraktlarinda Depolama Boyunca Belirlenen ACE inhibisyon Degerleri (%)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler

1 14 28 42
A 61,28+1,48%A  69,20+7,03A 66,90+6,59*A  66,36+2,05°¢4
B 58,99+1,18%C  63,96+0,58%B 61,43+1,46>BC 71,26+5,78>4
C 53,01£0,93°¢  56,21+0,88%B 51,65+0,00°°  63,22+0,00¢4
D 54,55+2,00°¢  63,53+0,12%8 63,66+1,41%8 81,50+4,06>4
E 45,71+1,65%C  60,11+1,69"8 59,81+2,09%B  84,78+2,823A

abe: Ayni siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC : Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
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Tablo 33. Peptid Ekstraktlarinin ACE Inhibisyon Degerlerine Ait Varyans Analiz Sonuglar

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 29,54 0,00**
Depolama siiresi (B) 3 136,27 0,00**
AxB 12 17,06 0,00**
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde onemli; ** (p<0,01) diizeyinde onemli

Tablo 32’de depolamanin baslangicindan itibaren 6rnekler arasinda ACE inhibisyonu
acisindan farkliliklarin bulundugu, 1., 14. ve 28. giinlerde A Orneginde % inhibisyon
degerlerinin istatistiksel olarak 6nemli derecede yiiksek oldugu, bu 6rnegi B, D, E ve C
orneklerinin izledigi goriilmektedir. Depolamanin son giiniinde ise D ve E orneklerinin giicli
ACE inhibisyonuna sahip olduklar1 goze carpmaktadir. Bu durumun s6z konusu fermente
stitlerin tiretiminde yiiksek proteolitik aktiviteye sahip L. helveticus DPC 4571 ve L. casei
ATCC 334 suglarinin bir arada kullanilmasi ve bu suslarin ACE inhibisyonu aktivitesi gosteren
peptitlerin  olusumunu tesvik etmesinden kaynaklanabilecegi diislinlilmektedir. Nitekim
fermente siit 6rneklerinin 42. giine ait peptid profili kromatogramlari incelendiginde (Sekil 18)
ozellikle D ve E orneklerinde hem pik sayilarinin hem de yiiksekliklerin belirgin diizeyde artis
gosterdigi goriilmektedir. Tiim depolama periyotlarinda genel olarak en diisiik % inhibisyon
degerlerinin sadece S. thermophilus 20S4 ile L. plantarum 156 suslarini igeren C 6rneginde
belirlendigi, bu durumun ise s6z konusu Ornekte proteolitik aktiviteye sahip bir susun
bulunmamasindan kaynaklandigi diigiiniilmektedir. Chaves-Lopez et al. (2014) karigik starter
kiiltiir kullaniminin fermente siitlerde ACE inhibitor peptitlerin olusumunda 6nemli rol
oynadigimi vurgulamiglardir. Benzer sekilde Panayotova et al. (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada
L. helveticus Al ve L. bulgaricus J24 suslarinin birlikte kullanildigi fermente siitte ACE

inhibitdr peptitlerinin yiiksek konsantrasyonlarda belirlendigini bildirmislerdir.

ACE inhibisyon aktivitesinin depolama boyunca degisimi incelendiginde; 1. giinde
orneklerin yliksek inhibisyon aktivitesine sahip oldugu ve 14. giinde aktivitenin daha da arttig1
goriilmektedir. Bu sonuclardan siitlerin fermantasyonu sirasinda séz konusu peptitlerin
olustugu, depolama sirasinda da olugmaya devam ettigi anlasilmaktadir. Nitekim LAB
suslarinin sahip oldugu proteolitik sistemler sayesinde fermantasyon sirasinda ACE inhibitor
peptitlerinin olusabildigi diger arastirmacilar tarafindan da bildirilmistir (Gonzalez- Gonzalez
et al. 2011; Parmar et al. 2020). Depolamanin 28. giiniinde ise fermente siit 6rneklerinin %
inhibisyon degerlerinin sabit kaldig1 ya da azaldigi tespit edilmistir. Bu azalisin muhtemel
nedeninin peptitlerin amino asitlere doniisiimiiniin oldugu disiiniilmektedir. Donkor et al.

(2007) probiyotik yogurt Orneklerinin 28 giinlik depolama periyodu boyunca ACE
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inhibisyonunda bir azalma egilimi oldugunu belirterek, bu durumun nedenini ise ACE
inhibitorlerinin hidrolize olmasiyla agiklamislardir. Baska bir ¢alismada ise Lacticaseibacillus
rhamnosus GG susunun kullanildig1 yagsiz siitte ACE inhibisyonunun fermantasyon sonunda
azaldig1 belirlenmistir. Arastirmacilar bu azalmanin nedeni olarak L. rhamnosus GG susunun
gelisimi i¢in aromatik amino asitlere ihtiya¢ duydugunu, dolayisiyla bu amino asitleri iceren
peptitlerin birikimini engelledigini ve sonug olarak ACE inhibitor aktivitenin azaldigini 6ne

stirmiislerdir (Sebastian-Nicolas et al. 2021).
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Kiiltiir ilavesi

Sekil 19. Peptid ekstraktlarinin % ACE inhibisyon degerleri lizerine kiiltiir ilavesi X depolama
stiresi interaksiyonunun etkisi

Sekil 20 incelendiginde A 6rnegine ait % inhibisyon degerlerinin depolama siiresince
genel olarak sabit bir degisim sergiledigi, diger drneklerde 28. giine kadar artma/azalmalarin
oldugu, ancak 42. giinde 6zellikle D ve E orneklerinde daha belirgin olmak iizere artislarin

oldugu goriilmektedir.

Peptitlerin ACE inhibisyon aktivitesi (1C50)

IC50 degeri ACE aktivitesinin %50 oraninda inhibe edilmesi i¢in gerekli olan peptid
konsantrasyonunu ifade etmekte olup, ACE inhibisyonunun artisina paralel olarak IC50
degerlerinde azalma olmasi beklenmektedir. Fermente siit 6rneklerinden ekstrakte edilen
peptitlerin IC50 degerlerinde depolama siiresince goriilen degisimler Tablo 34°de, varyans
analizi test sonuglar1 ise Tablo 35’de verilmistir. IC50 degerleri {izerine kiltiir ilavesi ve
depolama siiresi ile kiiltiir ilavesi X depolama siiresi interaksiyonunun etkisi istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0,01). Peptid ekstraktlarinin IC50 degerlerine ait kiiltiir ilavesi X

depolama siiresi interaksiyonu Sekil 21’de sunulmustur.

73



Tablo 34. Peptid Ekstraktlarinin ACE Inhibitdr Aktivitelerine Ait IC50 Degerleri (mg/L)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler
1 14 28 42
A 84,04+3,32¢4 79,84+4.60°A  80,85+11,13°A  67,96+8,73%B
B 82,77+4,42¢B 76,58+4,19"B 94,62+5,0544 75,45+9,66%B
C 102,7149,6920A 90,81+10,432A8  103,87+4,932A  80,11+14,942B
D 92,64+5,67°A 75,55+4,91"8 74,26+1,29"8 67,55+3,592C
E 104,06+10,00%A 59,03+11,80°®  59.88+10,63%B 49 68+5,0208

abe: Ayni siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC : Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.

Tablo 35. Peptid Ekstraktlariin ACE Inhibitdr Aktivitelerine Ait IC50 Degerlerinin Varyans
Analizi Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 22,47 0,00**
Depolama siiresi (B) 3 34,81 0,00**
AxB 12 6,20 0,00**
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde 6nemli; ** (p<0,01) diizeyinde onemli

Ilgili tablodan goriildiigii iizere en diisiik IC50 degeri (49,68 mg/L) depolamanin 42.
giiniinde E 6rneginde, en yiikksek IC50 degeri (104,06 mg/L) ise depolamanin 1. giiniinde E
orneginde belirlenmistir. Benzer olarak L. acidophilus L10, L. casei L26 ve B. lactis B94
probiyotik kiiltlirlerinin kullanildig1 yogurtlarda ACE inhibitor aktivitesine ait IC50 degerleri
27,79-103,30 pg/mL olarak rapor edilmistir (Donkor et al. 2007). Minervini et al. (2003) ise L.
helveticus PR4 susundan saflagtirdiklar1 proteinaz enzimi ile hidrolize ettikleri farkl siitlerde
hidrolizasyon sonucu olusan peptitlerden bazilarinin oldukca diisiik IC50 degerlerine sahip

oldugunu ve bu degerlerin 16-100 pg/mL arasinda degistigini bildirmislerdir.

Tablo 34 incelendiginde IC50 degerleri agisindan fermente siit ornekleri arasinda
istatistiksel olarak farkliliklarin bulundugu goriilmektedir. Diger orneklere kiyasla daha diisiik
% ACE inhibitor aktivitesine sahip olan C 6rneginde IC50 degerinin daha yiiksek oldugu, %
ACE inhibitor aktivitesinin daha yiiksek oldugu E 6rneginde ise IC50 degerlerinin daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. Depolama siiresince B ve C orneklerinin % ACE inhibisyon
aktivitesinde meydana gelen artig/azalislar IC50 degerlerine de yansimis ve bu 6rneklerin 1C50
degerlerinde dalgalanmalar goriilmiistiir. Mevcut sonuglardan 6zellikle L. helveticus DPC 4571
ve L. casei ATCC 334 suslarinin bir arada kullaniminin tek baslarina kullanimina oranla ACE

inhibitori peptitlerin olusumunu arttirdigi sdylenebilir.

Fermente siit Orneklerinden ekstrakte edilen peptitlerin IC50 degerlerininin

depolamanin ilk 14 giiniinde tiim orneklerde % ACE inhibitor aktivitesinin artmasina bagl
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olarak azaldigi, 28. giinde genel olarak bir miktar artis gdsterdigi belirlenmistir. Bununla
birlikte depolama sonunda tiim 6rneklerin IC50 degerlerinin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde
azaldig1 tespit edilmistir. Bu durum depolama sonunda ACE inhibitor aktivitesine sahip yeni
peptitlerin olustuguna dair bir gésterge olarak kabul edilebilir. Abdel-Hamid et al. (2019) L.
casei ATCC 393 susu ile trettikleri fermente siitlerde 42,78-52,28 ng/mL arasinda tespit
ettikleri IC50 degerlerinin 21 giinliik depolama boyunca azaldigini bildirmislerdir. Donkor et
al. (2007) ise probiyotik kiiltiir igeren yogurtlarda 28 giinlilk depolama boyunca IC50
degerlerinde artis ve azalislar meydana geldigini rapor etmislerdir. Arastirmacilar ayrica
probiyotik kiiltiir icermeyen kontrol yogurdunda da ACE inhibitor aktivitenin bulundugunu,
ancak IC50 degerinin probiyotik yogurtlara goére Onemli Ol¢iide yiiksek oldugunu ifade

etmislerdir.
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Sekil 20. Peptid ekstraktlarinin ACE inhibitdr aktivitesine ait IC50 degerleri lizerine kiiltiir
ilavesi X depolama siiresi interaksiyonunun etkisi

Sekil 21°de goriildiigii izere B ve C 6rneklerinin IC50 degerlerinde depolama siiresince
artig/azalislarin oldugu, ancak IC50 degerlerinin depolamanin baslangicina gére azaldigi
belirlenmigtir. A, D ve E 6rneklerinin IC50 degerlerinde ise depolama boyunca azalma oldugu
soylenebilir. Ozellikle E &rneginin 14. giiniine ait IC50 degerinde keskin bir diisiis oldugu
gozlenmistir. En diisiik IC50 degeri dolayisiyla en yiiksek ACE inhibitér aktivitesi ise E

orneginde depolamanin 42. giiniinde elde edilmistir.

Antioksidan aktivite

Siit proteinlerinin hidrolizi sonucu agiga ¢ikan peptidlerin lipid veya yag asitlerinin
peroksidasyonuna karsi antioksidatif aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Kazein ve serum

proteini fragmentlerinin serbest radikalleri giderme ve metalleri baglama ozellikleri ile
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oksidasyon zincir reaksiyonunu engelledigi, boylece antioksidan aktivite sergiledigi ifade
edilmektedir (Virtanen et al. 2007; Sultan et al. 2017). Antioksidan aktivitenin
degerlendirilmesinde substrat olarak DPPH, ABTS gibi kararli serbest radikaller yaygin bir
sekilde kullanilmakta ve peptidlerin bu radikalleri giderme derecesi ile antioksidan aktivitesi
tayin edilmektedir (Li et al. 2013a).

Peptitlerin antioksidan aktivitesi (% inhibisyon)

Fermente siit 6rneklerinden ekstrakte edilen peptitlerin antioksidan aktiviteleri DPPH
serbest radikalini giderme aktivitesi ile belirlenmis, sonuglar % inhibisyon ve IC50 (mg/mL)
degerleri olarak verilmistir. Peptid ekstraktlarmin DPPH radikalini giderme etkisi (%
inhibisyon) degerleri standart sapmalari ile birlikte Tablo 36°da, varyans analizi test sonuglari
ise Tablo 37°de sunulmustur. Varyans analizi test sonuglarindan kiiltiir ilavesi ve depolama
stiresinin % inhibisyon degerleri iizerindeki etkisi p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunurken, kiiltiir

ilavesi x depolama siiresi interaksiyonunun etkisi istatistiksel olarak onemli bulunmamistir

(p>0,05).

Tablo 36. Peptid Ekstraktlarinda Depolama Boyunca Belirlenen DPPH Radikalini Giderme
Aktivitesi (% inhibisyon)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler
1 14 28 42
A 22.43+1,05"8  26,00+1,73*A  21,61+0,80*B 22 80+2,87%CB
B 23,9941,22®A8 25 09+3,582A  21.42+1,11*B  23,4240,5920A8
C 23,84+1,040A 23 89+1,85%A  18,75+1,43°C  21,16+0,95°¢8
D 25,0241,22%A  25.47+0,79%A  23,5042,923A8  20,96+1,02¢B
E 24 471,978 26,63+1,002A  22,80+0,34*B  24.31+0,91%B

abe: Ayni siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC : Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farkhidir.

Tablo 37. Peptid Ekstraktlarinin DPPH Radikalini Giderme Aktivitesine (%) Ait Varyans
Analiz Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 5,47 0,00**
Depolama siiresi (B) 3 20,48 0,00**
AxB 12 1,82 0,06
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde 5nemli; ** (p<0,01) diizeyinde onemli

En diisiik % inhibisyon degeri (%18,75) depolamanin 28. giiniinde C 6rneginde, en
yiikksek % inhibisyon degeri ise (%26,63) depolamanin 14. giinlinde E Orneginde tespit
edilmistir. L. brevis ATCC 14869 ve L. brevis KU200019 suslarinin yogurt iiretiminde
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kullanildig1 bir c¢alismada 21 giinlik depolama boyunca yogurt Orneklerinin antioksidan
aktivitesi Ol¢lilmiis, drneklerin depolama sonundaki antioksidan aktivitesi DPPH ve ABTS
yontemleri ile sirasiyla %30,75-32,32 ve %40,25-46,43 araliginda belirlenmistir (Kariyawasam
et al. 2021). Sanlidere Aloglu and Oner (2011) geleneksel ve ticari yogurt drneklerinde peptid
ekstraktlarinin DPPH giderme aktivitesinin %15,96-31,22 arasinda oldugunu bildirmislerdir.
Baska bir c¢alismada ise Lacticaseibacillus rhamnosus GG KCTC 12202 BP,
Lactiplantibacillus plantarum (KU15003, KU15031, NK181) ve L. delbrueckii KU200171
suslar1 kullanilarak iiretilen fonksiyonel yogurt 6rneklerinin DPPH ve ABTS yontemi ile analiz
edilen antioksidan aktiviteleri sirasiyla %71,33-86,49 ve %38,00-39,31 araliginda tespit
edilmistir (Kim et al. 2021). Antioksidan aktiviteye ait arastirma sonuglarinin farklilik arz ettigi,
s6z konusu farkliliklarin  6zellikle kullanilan LAB’larin tlirline bagli  olabilecegi
diistiniilmektedir. Yogurt ve benzeri fermente siitlerde antioksidatif peptid iiretiminin LAB
tirleri arasinda farklilik gosterebilecegi, dolayisiyla sus secimine bagli oldugu baska
arastirmacilar tarafindan da ifade edilmistir (Aguilar-Toala et al. 2017; Shori et al. 2022a).
Nitekim bir ¢alismada 25 farkli LAB susu ile fermente edilen siitlerde antioksidan aktivitenin
%3-53 arasinda degistigi, en yiiksek antioksidan aktivitenin ise Leu. mesenteroides ssp.
cremoris (A, B), L. jensenii ATCC 25258 ve L. acidophilus ATCC 4356 suslarinin bulundugu
orneklerde tespit edildigi bildirilmistir (Virtanen et al. 2007).

Tablo 36 incelendiginde fermente siit 6rneklerinin antioksidan aktivitelerine iliskin %
inhibisyon degerleri arasinda ¢ok biiyiik farkliliklarin bulunmadigi, bununla birlikte 6zellikle
en yiksek degerlerin depolamanin 14. ve 42. giinlerinde E oOrneginde belirlendigi
goriilmektedir. Depolama siiresince % inhibisyon degerlerinin tiim 6rneklerde 14. giine kadar
artis gosterdigi, 28. giinde azaldigi, 42. glinde ise D 6rnegi disinda diger orneklerde yeniden
arttig1 tespit edilmistir. Bu dalgalanmalarin depolama siiresince bir yandan peptitlerin amino
asitlere parcalanmasi ile diger yandan yeni peptitlerin olusumuna paralel olarak gergeklestigi
distiniilmektedir. De Lima et al. (2018) koyun siitiinden iirettikleri kefir 6rneklerinde
antioksidan aktiviteye ait en yiiksek degerlerin 28. giinde elde edildigini bildirmislerdir. Elfahri
et al. (2014) farkli L. helveticus suslar1 (Lh 474, Lh 1188, Lh 1315) ile fermente edilen siitiin
fermantasyonu boyunca antioksidan aktivitesinin arttigin1 rapor etmislerdir. Baska bir
caligmada ise L. rhamnosus, L. casei ve L. plantarum suslari ile tiretilen yogurtlarin 28 giinliik
depolama boyunca antioksidan aktivitelerinde artis ve azalislarin oldugu belirtilmistir (Shori et
al. 2022a). Sultan et al. (2017) inek, koyun, ke¢i ve bufalo yogurtlarinda depolamanin 10.
giiniinden sonra antioksidan aktivitenin azaldigini bildirmislerdir. Arastirmacilar bu azalmanin
antioksidan  oOzellige sahip bilesenlerin  modifikasyonu veya degradasyonundan

kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir.
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Peptitlerin antioksidan aktivitesi (1C50)

Fermente siit 6rneklerinden elde edilen peptid ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerine
ait IC50 degerlerinde depolama siiresince goriilen degisimler Tablo 38’de, varyans analizi
sonuglari ise Tablo 39°da verilmistir. Ilgili tabloya gore IC50 degeri iizerine depolama siiresinin
etkisi p<0,01 diizeyinde, kiiltiir ilavesi X depolama siiresi interaksiyonunun etkisi p<0,05
diizeyinde Onemli bulunmustur. Kiiltiir ilavesinin etkisi ise istatistiksel olarak onemli
bulunmamustir (p>0,05). Peptid ekstraktlarinin IC50 degerlerine ait kiiltiir ilavesi X depolama

stiresi interaksiyonun etkisi Sekil 22’de sunulmustur.

En diistik IC50 degeri (8,02 mg/mL) depolamanin 14. giiniinde E 6rneginde, en yiiksek
IC50 degeri (11,41 mg/mL) ise depolamanin 28. giiniinde C 6rneginde tespit edilmistir. Kim et
al. (2021) kontrol yogurdu ile L. rhamnosus GG KCTC 12202 BP, L. plantarum KU15003, L.
plantarum KU15031, L. plantarum NK181, L. delbrueckii KU200171 probiyotik suslarinin
kullanildig1 yogurtlarda DPPH giderme aktivitesine ait IC50 degerlerinin 0,28-0,38 mg/mL
arasinda degistigini bildimislerdir. Sah et al. (2014) L. acidophilus ATCC 4356, L. casei ATCC
393 ve L. paracasei subsp. paracasei ATCC BAAS52 suslarinin bulundugu yogurt 6rneklerinde
IC50 degerlerini 1,51-2,23 mg/mL arasinda rapor etmislerdir.

Tablo 38. Peptid Ekstraktlarinin Antioksidan Aktivitelerine Ait IC50 Degerleri (mg/mL)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler
1 14 28 42
A 9,40+0,25%B 8,28+0,2020C 10,42+0,93A 9 940,524
B 9,29+0,30%B 9,000,878 10,860,864 9,55+0,47°B
C 9,17+0,26%B 9,26+0,77%B 11,41£2,03*”  10,21+0,672AB
D 8,87+0,58%B 8,71+1,09%8 9,58+0,11P8 10,96+0,08*4
E 9,01+0,56*B 8,02+0,41°C 10,88+0,12%A 9 46+0,63B

abe: Ayni siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC : Aym satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farkhidir.

Tablo 39. Peptid Ekstraklarinin Antioksidan Aktivitelerine Ait IC50 Degerlerinin Varyans
Analizi Sonuglar1

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 1,89 0,12
Depolama siiresi (B) 3 28,87 0,00**
AxB 12 2,16 0,02*
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde 6nemli; ** (p<0,01) diizeyinde 6nemli
Peptid ekstraktlarinin antioksidan aktivitesine ait IC50 degerleri agisindan 6rnekler
arasinda depolamanin 1. giiniinde farklilik olmadigi, depolamanin ilerleyen giinlerinde

istatistiksel olarak bazi farkliliklar olustugu tespit edilmistir (Tablo 38). Depolama siiresince
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ise IC50 degerlerinde % inhibisyona bagli olarak dalgalanmalar meydana geldigi gézlenmistir.
Depolamanin 14. giinlinde IC50 degerleri genel olarak azalirken, 28. giinde artig gostermis ve
bu artis D ornegi disindaki diger Orneklerde istatistiksel olarak ©nemli bulunmustur.
Depolamanin son giinlinde ise s6z konusu parametrenin D 6rnegi disinda diger drneklerde
istatistiksel olarak 6nemli oranda azaldig1 belirlenmistir. Antioksidan aktiviteyi ifade eden IC50
degerleri ile % inhibisyon arasinda negatif bir korelasyon oldugu bilinmektedir. Bu agidan
degerlendirildiginde E 6rneginin 14. giiniine ait en diisiik IC50 degeri, bu 6rnegin daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Abdel-Hamid et al. (2019) L. casei
ATCC 393 susu ile iirettikleri fermente siit 6rneklerinde IC50 degerlerinin depolama boyunca

azaldigini, dolayisiyla antioksidan aktivitenin arttigini belirtmislerdir.
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Sekil 21. Peptid ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerine ait IC50 degerleri tizerine kiiltiir
ilavesi x depolama siiresi interaksiyonunun etkisi

Sekil 22 incelendiginde genel olarak fermente siit 6rneklerinin IC50 degerlerinin
depolamanin 14. giiniinde azaldig1, 28. giinde tekrar artis gosterdigi, depolamanin son giiniinde

ise D ornegi disinda diger tiim 6rneklerde yeniden azaldig1 goriilmektedir.

Antimikrobiyal aktivite

Siitlin sindirim proteazlar1 tarafindan hidrolizi ya da proteolitik LAB suslar ile
fermantasyonu sonucunda kazein veya serum proteinlerinden antimikrobiyal 6zellige sahip
peptitlerin olustugu bilinmektedir. Antimikrobiyal peptitlerin bakterilerdeki plazma zar1 ve
hiicre i¢i hedeflere hizli bir sekilde etki ettigi boylece, cogu Gram (-) ve Gram (+) bakterilerin,
ayrica maya ve kiiflerin inhibisyonunda etkili olduklar1 belirtilmistir (Akalin 2014). S6z konusu
peptitlerin antibiyotiklere direngli bakterilere kars1 da giiglii aktiviteye sahip oldugu ve
antibiyotik ilaglara alternatif olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmektedir (Zhang et al. 2021).
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Peptit ekstraktlarinin S. aureus ATCC 29213 ’e karsi inhibisyonu

Fermente siit 6rneklerinden elde edilen peptid ekstraktlarinin S. aureus ATCC 29213’¢
kars1 gosterdigi antimikrobiyal aktivite % inhibisyon degerleri olarak belirlenmis, standart
sapmalari ile birlikte Tablo 40°da verilmistir. Peptid ekstraktlarinin S. aureus ATCC 29213’e
kars1 inhibisyon degerlerine ait varyans analizi sonuglar1 ise Tablo 41’de sunulmustur. fgili
tabloya gore inhibisyon degeri iizerine kiiltiir ilavesi, depolama siiresi ile kiiltiir ilavesi X

depolama siiresi interaksiyonunun etkisi p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

En diisiik inhibisyon degeri (%-15,55) depolamanin 1. gliniinde A 6rneginde, en yiiksek
inhibisyon degeri (%22,63) ise depolamanin 14. giiniinde E 6rneginde tespit edilmistir. L.
acidophilus 11A-2B4 susu ve Hibiscus sabdariffa ekstrakttinin kullanildigi kegi yogurdu
orneklerinin antimikrobiyal aktivitelerinin kuyu difiizyon yontemi ile belirlendigi bir ¢aligmada
S. aureus’a karsi inhibisyon degerlerinin 7,45-19,98 mm oldugu bildirilmistir (Hanifah et al.
2016). Azizkhani et al. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise farkli siitlerden tiretilen kefir
ve yogurtlarin antimikrobiyal aktiviteleri kuyu difiizyon yontemi ile belirlenmis ve S. aureus

inhibisyon degerlerinin 17,9-61,5 mm arasinda degistigi rapor edilmistir.

Tablo 40. Peptid Ekstraktlarinin S. aureus ATCC 29213’e Kars1 Depolama Boyunca Gésterdigi
Inhibisyon Degerleri (%)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler
1 14 28 42
A -15,55+7,48%8  10,04+3,28%A 3,2745,61°7  8,68+2,86%A
B 2,7542,13%C 193842 67228 14,50+5,39%PB  21,36+2,68%4
C 7,3342,888  16,89+4 58%0A  1938+3. 26"  20,29+4,34%A
D 11,9944,59%8  13,02+1,80°B  9.88+0,65°°B  19,97+1,43%A
E -3,34+1,73%B  22.63+6,05*A  19,06+5,84%"  17,90+7,73%A

abe; Aym siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC : Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidur.

Tablo 41. Peptid Ekstraktlarmim S. aureus ATCC 29213’e¢ Kars1 Belirlenen Inhibisyon
Degerlerine Ait Varyans Analizi Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 29,35 0,00**
Depolama siiresi (B) 3 64,82 0,00**
AxB 12 5,30 0,00**
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde onemli; ** (p<0,01) diizeyinde onemli

S. aureus ATCC 29213’iin inhibisyonu agisindan 6zellikle depolamanin 1. giiniinde
ornekler arasinda belirgin farkliliklar géze ¢arpmaktadir (Tablo 40). A ve E orneklerinin S.
aureus ATCC 29213’¢ karst % inhibisyon degerleri depolamanin 1. giiniinde negatif iken,

80



depolamanin ilerleyen giinlerinde bu degerlerin pozitif oldugu ve 6nemli derecede arttig
goriilmektedir. Bu durumun fermente siit Orneklerinin {retiminde kullanilan kiiltiir
kombinasyonlarinin farkli olmasindan, dolayisiyla fermentasyon asamasindan baglayarak
depolama siiresince farkli ¢esit ve sayida peptid olusumuna katkida bulunmus olmalarindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Depolama siiresince tiim orneklerin S. aureus ATCC 29213°e
kars1 % inhibisyon degerlerinde artis ve azaliglar olmakla birlikte, depolamanin 42. giiniinde bu
degerlerin 1. giine gére onemli derecede arttigi tespit edilmistir. De Lima et al. (2018) koyun
siitinden yapilan kefirden ekstrakte edilen peptitlerin depolamanin ilk giiniinde S. aureus
ATCC 6538’¢ kars1 inhibitor aktivite gostermedigini, ancak depolamanin 7. giiniinden 28.
giintine kadar inhibisyon elde ettiklerini bildirmislerdir. Rahmawati and Suntornsuk (2016)
farkli siitlerden tretilen yogurtlarda fermantasyonun ilk 2 saatinde S. aureus’a kars1 herhangi
bir antimikrobiyal aktivitenin goriilmedigini, ancak depolama siiresince bir inhibisyon
oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar bu durumun ortamdaki laktik asitten
kaynaklandigini, ayrica antimikrobiyal peptid olusumunun da inhibisyona katkida
bulunabilecegini bildirmislerdir. Peptid ekstraktlarinin S. aureus ATCC 29213’e Kkarsi
inhibisyon degerlerine ait kiiltiir ilavesi X depolama siiresi interaksiyonu Sekil 23’de
goriilmektedir. Sekil 23 incelendiginde peptid ekstraktlarinin S. aureus ATCC 29213’e karst
antimikrobiyal aktivitesinin tiim orneklerde depolamanin 14. giiniinde arttigi, C Ornegi
disindaki Orneklerde ise depolamanin 28. giinlinde azaldigi goriilmektedir. C Orneginin
inhibisyon etkisinin depolama boyunca siirekli artig gosterdigi, en yiiksek inhibisyon degerinin
ise S. thermophilus 20S4, L. helveticus DPC 4571, L. casei ATCC 334 suslarinin bulundugu E
orneginde elde edildigi belirlenmistir. S6z konusu 6rnekte 6zellikle 14. giinde % inhibisyon

degerlerinin 6nemli diizeyde artis (%-3,34’den %22,63’e) gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 22. Peptid ekstraktlarinin S. aureus ATCC 29213’¢ kars1 gosterdigi inhibisyon degerleri
tizerine kiiltiir ilavesi X depolama siiresi interaksiyonunun etkisi
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Peptid ekstraktlarinin L. monocytogenes ATCC 7644 ’°e karst inhibisyonu

Fermente siit 6rneklerinden elde edilen peptid ekstraktlarinin L. monocytogenes ATCC
7644’e kars1 gosterdigi antimikrobiyal aktivitenin (% inhibisyon) depolama siiresinceKi
degisimi standart sapmalari ile birlikte Tablo 42°de, varyans analizi sonuglari ise Tablo 43’de
verilmistir. Inhibisyon degeri iizerine kiiltiir ilavesi, depolama siiresi ile kiiltiir ilavesi X
depolama siiresi interaksiyonunun etkisi p<0,01 diizeyinde Onemli bulunmustur. L.
monocytogenes ATCC 7644’ye karsi en diisiik inhibisyon degeri (%-3,32) depolamanin 1.
giininde D 6rneginde, en yliksek inhibisyon degeri (%14,98) ise depolamanin 42. giiniinde E
orneginde tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada sigir kazeininin bazi proteolitik enzimlerle
muamelesi sonucu Cpl ve Cp2 olarak isimlendirilen iki farkli antibakteriyel peptid
tanimlanmis, s6z konusu peptitlerin L. monocytogenes suslarina karst minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIC) degerleri sirasiyla 125 pg /mL ve 21 pg /mL olarak belirlenmigtir
(McCann et al. 2006). Wakabayashi et al. (1992) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise inek
stitinden izole edilen ve antimikrobiyal bir peptid olan Laktoferrisin’in dort farkli L.
monocytogenes susunda (IDF-lb, JCM-7672, JCM-7673 ve JCM-7674) da inhibisyon etkisi
gosterdigi belirtilmistir.

Tablo 42. Peptid Ekstraktlarmin L. monocytogenes ATCC 7644’e Kars1 Depolama Boyunca
Gosterdigi Inhibisyon Degerleri (%)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler
1 14 28 42
A -2,4240,15%8  0,99+0,98%8 9,13+4,443A 6,47+2,72¢A
B 12,30+1,99%A  4,75+1,28%C 9,98+4,87448  7.00+1,66%EC
C 2,75+1,09>B 4,31+0,99%8 8,7842,592A 10,43+2,00°A
D -3,3244,365C  7,19+1,820B 9,45+2,08*A8  12,17+1,26%A
E 11,26+1,03%A8  1321+£2,00*”  9,03+3,53%B 14,9842 4434

abe; Aym siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC : Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidur.

Fermente siit 6rneklerinden ekstrakte edilen peptitlerin L. monocytogenes ATCC 7644’¢
kars1 gosterdigi antimikrobiyal aktivite agisindan ornekler arasinda farkliliklarin bulundugu
tespit edilmistir. Depolamanin 1. giinlinde A ve D oOrneklerinde herhangi bir inhibisyon
olmamakla birlikte, depolama ilerledik¢e inhibisyonun gerceklestigi ve genel olarak artis
gosterdigi belirlenmistir (Tablo 42). Benzer olarak inhibisyon degerlerinin C ve D 6rneklerinde
depolama boyunca artig gosterdigi, en yiiksek degerlere depolamanin 42. giinlinde ulasildigi
tespit edilmistir. Diger Orneklerin inhibisyon degerlerinde ise artis ve azalislar oldugu
saptanmistir. Depolama boyunca LAB suslarinin proteolitik aktiviteleri sonucu antimikrobiyal
peptitlerin olusumuna katki sagladigi, bu sayede inhibisyon degerlerinin arttig1

diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda olusan peptitlerin amino asitlere doniisiimii de depolama
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stiresince goriilen azalmanin nedeni olarak distiniilebilir. Benzer sekilde ileri derecede
proteolizin antimikrobiyal peptitlerin parcalanmasina ve aktivite kaybina neden oldugu
bildirilmistir (Rana et al. 2018). Yapilan baska bir ¢aligmada farkli siitlerden iiretilen yogurt ve
kefir orneklerinin tiimiinde L. monocytogenes’e karsit antimikrobiyal aktivitenin depolama

stiresince arttig1 bildirilmistir (Azizkhani et al. 2021).

Tablo 43. Peptid Ekstraktlarinin L. monocytogenes ATCC 7644’e Kars1 Belirlenen inhibisyon
Degerlerine Ait Varyans Analizi Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 25,68 0,00**
Depolama siiresi (B) 3 25,54 0,00**
AxB 12 10,25 0,00**
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde onemli; ** (p<0,01) diizeyinde onemli

Peptid ekstraktlarinin L. monocytogenes ATCC 7644’e karsi gosterdigi inhibisyon
degerlerine ait kiiltiir ilavesi X depolama siiresi interaksiyonu Sekil 24’de sunulmustur. lgili
sekilde goriildigii tizere peptid ekstraktlarinin L. monocytogenes ATCC 7644’e kars1 inhibitor
aktivitesi depolama boyunca C ve D 6rneklerinde artmus, diger 6rneklerde ise artig/azaliglar
meydana gelmistir. L. monocytogenes ATCC 7644°e ait en yiiksek inhibisyon degerleri S.
thermophilus 20S4, L. helveticus DPC 4571, L. casei ATCC 334 suslarinin birlikte kullanildig:

E orneginde tespit edilmistir.
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Sekil 23. Peptid ekstraktlarinin L. monocytogenes ATCC 7644’¢ kars1 gosterdigi inhibisyon
degerleri iizerine kiiltiir ilavesi X depolama stiresi interaksiyonunun etkisi

83



Peptid ekstraktlarinin B. cereus BC 6230°a karst inhibisyonu

Fermente siit 6rneklerinden elde edilen peptid ekstraktlarinin B. cereus BC 6230’a karsi
depolama boyunca gosterdigi inhibisyon degerleri (%) standart sapmalar ile birlikte Tablo
44’de, varyans analizi sonuglar1 ise Tablo 45°de verilmistir. Varyans analizi sonuglarindan
inhibisyon degeri tlizerine kiiltiir ilavesi, depolama siiresi ile kiiltiir ilavesi x depolama siiresi

interaksiyonunun etkisi p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Tablo 44. Peptid Ekstraktlarmin B. cereus BC 6230°a Kars1 Depolama Boyunca Gésterdigi
Inhibisyon Degerleri (%)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler
1 14 28 42
A -23,05+1,51¢8 -6,09+1,37°"A  -5,90+0,80%A -5,02+0,60°A
B -5,9042,30%C -2,5140,57°B 2 774+1,98%A 1,010,984
C -15,22+45,19°B  -13.39+5220B .3 82+0,96°A -6,93+2,05A
D -5,18+2,53%B 0,76+1,45%0A  0,12+1,440A 0,33+1,19%A
E -0,90+4,51%A 2,89+1,912A  2.28+0,68%A 1,84+1,78%A

abe: Ayni siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC : Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farkhidir.

Tablo 45. Peptid Ekstraktlarmin B. cereus BC 6230°a Kars1 Belirlenen Inhibisyon Degerlerine
Ait Varyans Analizi Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 82,07 0,00**
Depolama siiresi (B) 3 59,49 0,00**
AxB 12 7,72 0,00**
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde onemli; ** (p<0,01) diizeyinde onemli

En diisiik inhibisyon degeri (%-23,05) depolamanin 1. gliniinde A 6rneginde, en yiiksek
inhibisyon degeri (%2,89) ise depolamanin 14. giiniinde E 6rneginde tespit edilmistir. Hanifah
et al. (2016) L. acidophilus 11A-2B4 susu ve Hibiscus sabdariffa ekstraktinin bulundugu kegi
yogurdu 6rneklerinin B. cereus tizerindeki inhibisyon degerlerinin 9,94 mm-14,75 mm arasinda
degistigini bildirmislerdir. Arastirmacilar yogurt orneklerindeki antimikrobiyal aktivitenin
fermantasyon sirasinda proteoliz yoluyla olusan peptitlerden kaynaklanabilecegini ifade
etmiglerdir. Alhaj et al. (2018) ise L. acidophilus, S. thermophilus ve L. helveticus suslari ile
fermente ettikleri deve siitiinde depolama boyunca B. cereus’a ait inhibisyon degerlerinin 11-

16 mm oldugunu bildirmislerdir.

Peptid ekstraktlarmin B. cereus BC 6230’a karsi belirlenen inhibisyon degerlerinin
biiyiik oranda negatif degerlerden olustugu tespit edilmistir (Tablo 44). Bu durum peptitlerin B.

cereus BC 6230 iizerinde dnemli diizeyde antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigini, tersine
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s0z konusu bakterinin gelisimine katki sagladigini gostermektedir. Cesitli aragtirmalarda B.
cereus suslarinin proteaz enzimi frettigi ve yiiksek proteolitik aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir (Montanhini et al. 2013; Yang et al. 2021). Nitekim B. cereus suslarinin alkali
proteaz iiretimi i¢in diinya ¢apinda ticari bir kaynak oldugu da ifade edilmektedir (Nabrdalik et
al. 2010). Dolayisiyla B. cereus BC 6230’un proteolitik aktivitesinden dolayr fermente
stitlerden ekstrakte edilen antimikrobiyal ozellikteki peptitleri parcaladigi, bu ylizden soz
konusu susda bir inhibisyon meydana gelmedigi diistiniilmektedir. Ancak Tablo 44
incelendiginde, tiim oOrneklerde depolama ilerledik¢ce negatif olan inhibisyon degerlerinin
arttig1, 6zellikle B, D ve E 6rneklerinde bu degerlerin pozitif degerlere ulastigi, diisiik diizeyde
de olsa antimikrobiyal etki gosterdigi goriilmektedir. Fermente siit 6rnekleri arasindaki bu
farkliliklarin s6z konusu orneklerin tiretiminde proteolitik aktivitiye sahip L. helveticus DPC
4571, L. casei ATCC 334 suslarinin kullanilmis olmasi, bu nedenle proteoliz sonucu olusan
peptitlerin B. cereus BC 6230’a kars1 diger 6rneklere oranla daha fazla antimikrobiyal etki
gostermesiyle aciklanabilir. Nitekim bu 6rneklerdeki peptid sayisi ve konsantrasyonlarinin
daha yiiksek oldugu peptid profillerine ait kromatogramlarda da goriilmektedir (Sekil 15-Sekil
18).

Atalay and Sahingil (2022) L. bulgaricus ATCC 11842, L. helveticus ATCC 15009 ve
L. plantarum ATCC 14917 suslart ile tirettikleri kefirlerden izole ettikleri peptid fraksiyonunun
B. cereus RS 863’¢ karsi antimikrobiyal etki gostermedigini bildirmislerdir. Benzer sekilde
Meira et al. (2012) yaptiklar1 ¢alismada peynirden ekstrakte ettikleri peptitlerin B. cereus
ATCC 9634, S. aureus ATCC 1901, S. enteritidis ATCC 13076, E. coli ATCC 8739 ve L.
monocytogenes ATCC 7644 suslarina kars1 antibakteriyel etki gostermedigini rapor etmislerdir.
Baska bir ¢aligmada ise L. acidophilus, S. thermophilus ve L. helveticus suslar1 kullanilarak
fermente edilen deve siitii 6rneklerinin antimikrobiyal aktiviteleri test edilmis, B. cereus’a karsi
inhibisyon degerinin depolamanin 9. giiniinden itibaren azaldig1 belirlenmistir. Bu azalmanin
antimikrobiyal peptitlerin degradasyona ugramasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Alhaj
et al. 2018).

Peptid ekstraktlarinin B. cereus BC 6230’a kars1 inhibisyon degerlerine ait kiiltiir ilavesi
x depolama siiresi interaksiyonu Sekil 25°de verilmistir. Peptid ekstraktlarinin B. cereus BC
6230’a kars1 inhibisyon degerlerinin negatif oldugu, 6zellikle A ve C 6rneklerinin s6z konusu
patojeni inhibe edici etkisinin bulunmadig1 sdylenebilir. Bununla birlikte depolama boyunca
tim oOrneklerde inhibisyon degerlerinin arttigi, ozellikle 14. giinden sonra B, D ve E

orneklerinde pozitif degerlere ulastig1 goriilmektedir.
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Sekil 24. Peptid ekstraktlarinin B. cereus BC 6230’a kars1 gosterdigi inhibisyon degerleri
tizerine kiiltiir ilavesi X depolama siiresi interaksiyonunun etkisi

Peptid ekstraktlarimin S. typhimurium RSHMB 95091 e karst inhibisyonu

Fermente siit 6rneklerinden elde edilen peptid ekstraktlarinin S. typhimurium RSHMB
95091°¢ kars1 depolama boyunca gosterdigi inhibisyon degerleri (%) standart sapmalari ile
birlikte Tablo 46°da, varyans analizi sonuglari ise Tablo 47°de sunulmustur. lgili tabloya gore
inhibisyon degeri lizerine kiiltiir ilavesi, depolama siiresi ile kiiltiir ilavesi X depolama siiresi

interaksiyonunun etkisi p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Fermente siit 6rneklerine ait en diisiikk inhibisyon degeri (%-6,70) depolamanin 14.
giintinde C orneginde, en yiiksek inhibisyon degeri (%17,12) ise depolamanin 14. giinlinde B
orneginde tespit edilmistir. Aguilar-Toala et al. (2017) dort farkli L. plantarum susunun
bulundugu fermente siit 6rneklerinin S. typhimurium’a kars1 antimikrobiyal aktivitesinin
%23,73-39,42 arasinda degistigini bildirmislerdir. Diger bir ¢alismada ise inek ve kegi siitiinden
tiretilen yogurt 6rneklerinin S. typhimurium’a kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi, buna karsilik
bufalo siitiinden iiretilen yogurtlarda ise s6z konusu bakteriye kars1 herhangi bir antimikrobiyal

aktivite bulunmadig belirtilmistir (Rahmawati and Suntornsuk 2016).

Tablo 46. Peptid Ekstraktlarinin S. typhimurium RSHMB 95091°e Kars1 Depolama Boyunca
Gosterdigi Inhibisyon Degerleri (%)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler 1 14 28 42
A 10,86+2,46"8 12,80+1,24°A8 13 .93+0,48*A 14,47+1,38%A
B 15,14+1,032A 17,12+1,45%A 14,79+3,33%A 13,91+1,50%A
C -6,30+2,41%8 -6,70+1,54%8 5,25+1,47°A 7,762,614
D 7,94+1,15%C 11,78+1,59°AB 9 78+2 03PBC 12,76+0,94%A
E 5,34+2,11%C 10,32+1,398 9,34+1,92"8 15,13+2,12%A

abe: Ayni siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC . Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
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Tablo 47. Peptid Ekstraktlarinin S. typhimurium RSHMB 95091 °e Kars1 Belirlenen Inhibisyon
Degerlerine Ait Varyans Analizi Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 162,95 0,00**
Depolama siiresi (B) 3 40,77 0,00**
AxB 12 14,46 0,00**
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde nemli; ** (p<0,01) diizeyinde onemli

Tablo 46°da goriildiigii lizere fermente siit 6rneklerinden ekstrakte edilen peptitler S.
typhimurium RSHMB 95091 ¢ kars1 az da olsa inhibisyon etki gdstermistir. Ornekler icerisinde
S. typhimurium RSHMB 95091°¢ karst en disiik antimikrobiyal aktivite C Orneginde
belirlenmistir. A ve C 6rneklerinin inhibisyon degerlerinin depolama boyunca arttigi, D ve E
orneklerinin inhibisyon degerlerinin depolamanin 28. giinlinde azaldigi, ancak 42. gilinde
artarak en yiiksek degerlere ulastigi goriilmektedir. B 6rneginin inhibisyon degerlerinde ise
depolamanin 28. ve 42. giinlerinde bir azalma oldugu, bu azalmani istatistiksel olarak 6nemli

olmadig1 belirlenmistir.

McCann et al. (2006) sigir kazeininin proteolitik enzimlerle hidrolizi sonucu elde
ettikleri f (99-109) peptid fraksiyonunun S. enteriditis ve S. typhimurium suslarina karsi
inhibitor aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Farkl: siitlere ait kazeinlerden hidrolize edilen
fraksiyonlarin Gram (-) ve Gram (+) bakterilere karsi antimikrobiyal aktivitesinin test edildigi
bir ¢aligmada ise Salmonella spp. susuna karsi inhibisyon zonu elde edildigi bildirilmistir
(Minervini et al. 2003).

Peptid ekstraktlarinin S. typhimurium RSHMB 95091 ¢ kars1 inhibisyon degerlerine ait
kiiltir ilavesi x depolama siiresi interaksiyonu Sekil 26°da verilmistir. Sadece S. thermophilus
20S4 ve L. plantarum 156 suslart ile iiretilen C 6rneginde negatif olan inhibisyon degerlerinin
14. glinden itibaren artarak pozitif degerlere ulastigi, A 6rneginde depolama siiresince siirekli
bir artis oldugu, B, D, E 6rneklerinde ise dalgalanmalar oldugu goériilmektedir. S6z konusu
dalgalanmalarin proteoliz sonucu peptid olusumundan ve daha sonra bu peptitlerin

degradasyonundan kaynaklandigi diistintilmektedir.
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Sekil 25. Peptid ekstraktlarinin S. typhimurium RSHMB 95091 °¢ kars1 gosterdigi inhibisyon
degerleri tizerine kiiltiir ilavesi X depolama siiresi interaksiyonunun etkisi

Peptid ekstraktlarinin E. coli 0157:H?7’e karst inhibisyonu

Fermente siit 6rneklerinden elde edilen peptid ekstraktlarinin E. coli O157:H7’¢ kars1
gosterdigi inhibisyon degerlerinde (%) depolama boyunca goriilen degisim Tablo 48°de,
varyans analizi sonuglari ise Tablo 49°da verilmistir. Varyans analizi test sonuglarindan
inhibisyon degerleri lizerine kiiltiir ilavesi Ve kiiltiir ilavesi X depolama siiresi interaksiyonunun
etkisi p<0,01 diizeyinde, depolama siiresinin etkisi ise p<0,05 diizeyinde 6énemli bulunmustur.
Fermente siit 6rneklerine ait en diisiik inhibisyon degeri (%2,33) depolamanin 1. giiniinde A
orneginde, en yiiksek inhibisyon degeri (%9,09) ise depolamanin 28. giiniinde E 6rneginde
tespit edilmistir. Hanifah et al. (2016) yaptiklar1 ¢alismada L. acidophilus 11A-2B4 susu ve
Hibiscus sabdariffa ekstraktini kullandiklar1 ke¢i yogurdu orneklerinde E. coli’ye karsi

inhibisyon zon ¢aplarinin 3,17-11,88 mm arasinda oldugunu ifade etmislerdir.

Tablo 48. Peptid Ekstraktlarmin E. coli O157:H7’e Kars1 Depolama Boyunca Gésterdigi
Inhibisyon Degerleri (%)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler
1 14 28 42
A 2,33+1,18%B 6,39+1,51°A 7,360,854 6,73+0,70>A
B 8,66+1,85%A 7,27+1,03%48 6 13+1,51°B  6,70+1,03048
C 8,13+0,33%A 8,53+0,72%A 9,06+2,10%A  8,76+2,24%A
D 8,08+1,18%A 6,41+0,88"4 6,91+1,39%0A 7 ,58+0,93%A
E 5,05+1,5108 9,04+2,03%A 9,09+1,40%~  6,75+0,50°A8

abc; Ayni siitunda iistel harflerle gdsterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC : Aym satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.

Tablo 48 incelendiginde fermente siit drneklerinden ekstrakte edilen peptitlerin E. coli
O157:H7’e kars1 belirli dlciide inhibitor aktivite sergiledigi goriilmektedir. Depolama boyunca

ise orneklerin inhibisyon degerlerinde artis ve azalislar olmakla birlikte, C ve D o6rnekleri
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haricindeki diger oOrneklerde degisimin istatistiksel olarak Snemli oldugu belirlenmistir.
Yapilan bir caligmada E. coli’nin L. plantarum ile fermente edilen deve siitiinden ekstrakte
edilen peptitlere kars direngli oldugu ve sadece bir peptid fraksiyonu tarafindan inhibe edildigi
bildirilmistir (Muhialdin and Algboory 2018). Hayes et al. (2006) kazein kaynakli ii¢ peptid
fraksiyonundan ikisinin (f21-29, f30-38) E. coli 0157:H7’ye karsi inhibitor aktivite
gosterdigini, diger fraksiyonun (f195-208) ise herhangi bir antimikrobiyal aktivite

sergilemedigini bildirmislerdir.

Tablo 49. Peptid Ekstraktlarmin E. coli O157:H7 e Kars1 Belirlenen inhibisyon Degerlerine
Ait Varyans Analizi Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 8,20 0,00**
Depolama siiresi (B) 3 2,93 0,04*
AxB 12 4,42 0,00**
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde dnemli; ** (p<0,01) diizeyinde 6nemli
Peptid ekstraktlarinin E. coli O157:H7’e karsi inhibisyon degerlerine ait kiiltiir ilavesi X
depolama siiresi interaksiyonu Sekil 27°de verilmistir. Peptid ekstraktlarinin E. coli O157:H7’e

kars1 inhibisyon degerlerinde depolama boyunca artis ve azalislarin oldugu goriilmektedir.
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Sekil 26. Peptid ekstraktlarinin E. coli O157:H7’¢e kars1 gosterdigi inhibisyon degerleri
tizerine kiiltiir ilavesi X depolama siiresi interaksiyonunun etkisi

Fermente Siitlerin Serbest Amino Asit icerigi

Fermantasyon ve depolama sirasinda meydana gelen proteolizin siit {irlinlerinin

tekstiirli, aromasi1 ve lezzetinin olusmasinda 6nemli bir mekanizma oldugu bilinmektedir.
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Proteolizin nihai {iriinli olan amino asitler ¢ogu ugucu aroma bileseni i¢in 6ncii madde olarak
gorev almakta (Irigoyen et al. 2012; Zhang et al. 2017b), bununla birlikte gidanin besinsel
kalitesinin degerlendirilmesi agisindan da amino asit i¢ceriginin belirlenmesi 6nem tagimaktadir.
Ayni zamanda son yillarda yapilan bazi ¢caligmalarda depolama sirasinda olusan serbest amino
asitlerin LAB’leri tarafindan ikincil katabaolik reaksiyonlar ile GABA ve ornitin gibi

bilesiklere doniistiiriilebilecegi bildirilmistir (Renes et al. 2019).

Yogurt benzeri fermente siit 6rneklerinde depolama siiresince belirlenen serbest amino
asit icerikleri standart sapmalari ile birlikte Tablo 50°de, varyans analizi sonuglar1 ise Tablo
51°de verilmistir. Varyans analizi sonuglarindan His, Val, Met, Ileu, Trp disindaki tiim amino
asitlere kiiltiir ilavesinin etkisi p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Depolama siiresinin Asp,
Glu, Gly, His, Arg, Ala, Val, Met, Cys, Lys amino asitleri {izerine etkisinin p<0,01 diizeyinde;
Asn, GIn, Tyr, Phe amino asitleri {izerine etkisinin ise p<0,05 diizeyinde 6nemli oldugu tespit
edilmistir. Kiiltiir ilavesi X depolama siiresi interaksiyonunun etkisi ise His, Pro, Tyr, Cys, Met,
Phe amino asitleri lizerine p<0,01 diizeyinde; Asp, Ser, Gly, Ala, Ileu amino asitleri {izerine

p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Fermente siit 6rneklerinin tiimiinde 20 amino asidin de tespit edildigi, His, Arg, Ala ve
Pro amino asitlerinin hakim amino asitler oldugu, Thr, Met ve Cys amino asitlerinin ise en
diisiik konsantrasyonlarda belirlenen amino asitler oldugu tespit edilmistir. Benzer olarak
Farvin et al. (2010) Pro, Glu, His, Tyr, Leu ve Val amino asitlerinin yogurt 6rneklerinde; Ozcan
et al. (2019) Pro, Met, Leu, Val, His amino asitlerinin buffalo siitiinden tiretilen kefir
orneklerinde baskin amino asitler oldugunu bildirmislerdir. Farkli starter kiiltiirlerin yogurt
benzeri fermente siit liretiminde kullanildigi bir ¢alismada tiim 6rneklerde Lys, Met, lleu, Pro,
Glu, Asp, Ala ve Leu amino asitlerinin tespit edildigi rapor edilmistir (Akabanda et al. 2014).
S. thermophilus, L. plantarum, B. animalis subsp. lactis kiiltiirlerinin fermente siit iiretiminde
kullanildigi bir caligmada ise orneklerin tiimiinde Pro amino asidinin en yiiksek
konsantrasyonda belirlenen amino asit oldugu, ayrica L. plantarum susunu igeren 6rneklerde
Ala konsantrasyonunun depolama boyunca artis gosterdigi bildirilmistir (Li et al. 2019b).
Yapilan diger bir ¢calismada inek siitli ve inek siitii kefirinin amino asit profili karsilastirilmas,
inek siitiinde diisiik konsantrasyonda (0,30 mg/100 mL) bulunan Pro amino asit miktarmin

kefirde 6nemli derecede yiikseldigi (5,31 mg/100 mL) bildirilmistir (Gamba et al. 2020).

Tablo 50 incelendiginde amino asit miktarlar1 agisindan ornekler arasinda istatistiksel
olarak bazi farkliliklarin bulundugu gériilmektedir. Glu, Gly, Arg, Thr, Ala, Pro, Cys, Leu, lle,
Lys amino asitlerinin S. thermophilus 20S4 susuna ilaveten L. plantarum 156, L. casei ATCC

334 ve L. helveticus DPC 4571 suslarinin bir arada kullanildigi D 6rneginde 6nemli derecede
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yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda Phe amino asidinin A 6rneginde, Gln amino
asidinin E Orneginde, Asn amino asidinin ise C Orneginde yiiksek konsantrasyonlarda

belirlendigi goriilmektedir.

Beslenme agisindan 6nem arz eden esansiyel amino asitler (Ileu, Leu, Val, Lys, Met,
Thr, Phe, Trp) fermente siit 6rneklerinin tiimiinde tespit edilmis, 6zellikle ¢cocukluk ¢aginda
esansiyel kabul edilen His ve Arg amino asitleri yliksek konsantrasyonlarda belirlenmistir. Arg
amino asidi D orneginde (12,52 mg/kg), His amino asidi ise E 6rneginde (12,00 mg/kg)
Ozellikle depolamanin 42. giiniinde yiiksek konsantrasyonlarda tespit edilmistir. Depolama
stiresince Arg miktarinin B, C, D, E 6rneklerinde istatistiksel olarak odnemli olmamakla birlikte
genel olarak artig gosterdigi; His miktarinin ise depolama siiresince artis egiliminde oldugu,
ozellikle depolamanin 42. giiniinde 6rneklerin tiimiinde istatistiksel olarak onemli derecede

arttig1 belirlenmistir.

Benzer sekilde L. fermentum 22-16, L. plantarum 8-2, L. helveticus 22-7 ve Leu.
mesenteroides 14-11 suslarmin farkli kombinasyonlari ile iiretilen yogurt benzeri fermente
stitlerde esansiyel amino asitlerin (Lys, Ileu, Leu, His, Val, Thr, Met ve Phe) tiim 6rneklerde
tespit edildigi, Ileu’nin ise en yiiksek konsantrasyonda (7,10 mg/L) belirlenen esansiyel amino
asidi oldugu ve L. plantarum ile L. helveticus suslarinin bulundugu ornekte tespit edildigi
bildirilmistir (Akabanda et al. 2014).

Amino asit konsantrasyonlarinda depolama siiresince goriilen degisim incelendiginde;
bazi amino asit (Trp, Phe, Leu, Ileu, Cys, Met, Val, Thr) konsantrasyonlarinin depolama
stiresince onemli bir degisim sergilemedigi, buna karsilik diger amino asitlerin miktarlarinda
artig ve azaliglarin meydana geldigi gozlenmistir. Amino asit konsantrasyonlarinda genel olarak
cok biliytik degisikliklerin olmamasinin analiz periyotlarinin kisa olmasindan veya olusan
amino asitlerin ugucu bilesiklere doniismesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Yapilan bir
aragtirmada farkli LAB kombinasyonlarinin bulundugu yogurt rneklerinin serbest amino asit

konsantrasyonlarinda depolama boyunca hafif degisikliklerin meydana geldigi belirtilmistir
(Gu et al. 2021).
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Tablo 50. Fermente Siit Orneklerinde Belirlenen Serbest Amino Asit Konsantrasyonlari

(mg/kg)
Amino Dep. Ornekler
asit (Sélzn) A B C D E
1 2,75+1,18%A 2,13+0,622A8 1,79+0,226A8  2.02+0,533A8B  1,42+0,19°B
Asp 14 2,16£1,20248 2 4241,02%A 2,80+0,0624 2,56+0,40%A 1,06+0,11¢B
28 3,05+0,723A 1,51+0,5128 2,81+0,3624 1,89+0,10%8 2,09+0,3128
42 3,36+1,08%4 2,66+0,732A8 3,85+0,812A 2,70+0,88248  1,60+0,36°B
1 4,83+1,03%78  4,50+0,44%78 4,72+1,63%°8 5 58+0,47%A 3,41+0,0128
- 14 2,410,728 3,16+0,18>A8 2,31+0,59°B 3,98+0,830A 2,640,148
28 3,18+0,62°BC  3,68+0,73AB 2,67+0,20%C 4,08+0,59°4 2,50+0,03%¢
42 3,44+0,18°B¢  3,60+0,10°B 3,26+0,45°BC  4.23+0,510A 2,91+0,46C
1 4,44+0,46%B 3,78+0,25%8 5,71+1,03%A 3,93+0,28B 2,85+0,66%C
Asn 14 2,93+1,60>8 3,66+0,68*A8 4,61+1,173A 4,03£0,01°48 3 68+0,682A8
28 4,6140,64%"8  3,89+0,36*BC 5,48+0,942A 3,94+0,07°B¢ 3 .2340,972C
42 5,07+0,032A 3,57+0,65%8 5,7140,133A 5,00+0,042A 3,51+1,3928
1 0,78+0,382B 2,10+0,363A 0,97+0,22°B 1,57+0,32¢A 1,63+0,528A
Ser 14 0,64+0,04%C 2,02+0,96%B 0,78+0,15>C 2,79+0,09%A 1,73+0,51%8
28 1,010,158 1,86+0,432A8 0,90+0,04°B 1,95+0,46PA8 3 11+2,208A
42 0,88+0,192P 2,61+0,10%A 1,81+0,482BC  222+0,31PAB 1 62+0,042C
1 1,39+0,79%B 3 06+0,893A 2,99+0,85%A 2,73+0,67%A 3,74+0,08%A
Gin 14 1,12+0,32¢C 2,64+0,0128 1,93+0,12%BC 2,560,728 4,1141,06%4
28 2,06+0,208 34940 ,542A 2,73+1,032A8  2.97+0,828AB 3 56+0,80%A
42 2,39+0,712C 3,23+0,178 2,34+0,512C 3,34+0,02%8 4,33+0,00%A
1 2,47+0,60>8 3,46+0,10%A 1,17+0,19¢ 2,94+0,35°48 2 76+0,95%A8
Gly 14 2,22+0,780A 3,20+0,65%A 4,34+2 6754 4,11+0,66°4 3,53+0,05%A
28 3,48+0,24%A 3,47+0,10%A 2,69+0,47%0A  4,03+0,11°A 3,58+1,80%A
42 3,56+0,13%8 3,78+0,28%8 3,80+0,90%B 6,99+3,528A 2,84+0,65%B
1 2,19+0,00%8 8,07+2,703A 6,4542,395A 5,65+4,220A 9,13+1,623A
His 14 5,862,564 9,27+1,513A 7,80+0,81°A 9,28+3,15%A  6,38+4,9254
28 7,67+0,67°48  6,03+4,50°B 8,5241,65%A8  10,83+0,47%A  5,12+2 6608
42 10,14+0,2728  11,04+0,972A8 10,74+0,00248  9,55+1,983B 12 00+0,00%A
1 6,12+0,01B 8,93+0,052A 8,98+1,673A 9,24+0,032A 6,72+1,80%B
14 6,00+2,66B 9,35+3,512A8 7,88+3,20%48  10,30+0,04>"  8,32+0,66>AB
Arg 28 9.40:0,07%AB  1022+1,54%A 8794112848 10,04£2,89%A  7,32+1,32%8
42 9,34+0,22%A8  10,96+0,56%A 9,76+0,48%A8  12,524+4,313A  7.41+1,55%B
1 0,84+0,002A8  1,1140,19%A 0,56+0,24%B 0,85+0,24°48  0,7540,08%B
The 14 0,79+0,57%"8  1,01+0,35%A8 0,54+0,17%8 1,23+0,38%A  (0,85+0,012A8
28 0,87+0,09%48  (,87+0,28%A8 0,74+0,16%8 1,28+0,0124 1,06+0,612A8
42 0,92+0,24%48  (,95+0,25%A8 0,65+0,16%B 1,18+0,17280A  (,88+0,172A8
1 5,8540,3228 11,31+0,172A 6,0140,1828 9,77+1,290A 9,89+2,333A
Ala 14 3,86+1,42°B 10,95+1,942A 4,02+1,3408 11,65+2,44%A  10,37+0,3024
28 6,48+0,15%BC  12,08+1,95%A 5,4640,362C 11,99+3,00%A  8,38+],2228B
42 6,54+0,212C 12,71+1,102A 5,5140,502C 14,10+2,73%A  10,1140,48%B
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Tablo 50. (devam)

1 18,06+0,733A8  20,34+0,57%4 18,64+1,06%°8  14,95+4,80°8  19,60+2,39%4
Pro 14 12,50+2,34°8  18,55+1,53bA 14,97+1,56°8  20,03+1,84%"  20,60+0,12%4
28 15,99+1,98%8  19,99+1,04%A 15,47+1,16°8  20,44+2.37%A  17,60+2,25%A8
42 15,61£1,5930  20,06+0,64048  17,60+0,53%C  21,60+0,28%~  18,44+2,112BC
1 1,35+0,325C 3,91+0,6020A 3,86+0,432A 2,98+0,63°B 3,15+0,08"B
Tyr 14 3,04+1,16%8 2,55+0,96"B 6,14+3,472A 3,16+0,58B 3,6140,8730AB
28 3,37+0,212BC 2 69+0,22°C 4,15+0,992B 3,3440,08%BC 5 15+0,58%A
42 2,81+0,382B 4,97+1,26%A 3,90+0,423AB  4.4340,112AB 4 33+],73%0AB
1 1,69+0,00%A 1,69+0,033A 1,68+0,64°4 1,43+0,23%A 1,19+0,08%4
| 14 1,36+0,58%A 1,40+0,000A 1,08+0,15%4 1,78+0,84%A 1,06+0,1754
va 28 2,81+1,833A 1,81+0,793A 1,440,754 1,51+0,42%A 1,94+0,10%4
42 2,09+0,08%B 2,09+0,1928 2,89+0,40%A 1,97+0,86%8 1,56+0,35%B
1 0,42+0,06%4 0,42+0,10%4 0,44+0,11°A 0,43+0,05%4 0,53+0,05%A
Met 14 0,25+0,08%B 0,45+0,172A 0,50+0,09%A  0,3940,0548  0,51+0,04A
28 0,79+0,07%A 0,51+0,02%8¢ 0,57+0,0128 0,53+0,00°B¢  0,49+0,05%C
42 0,57+0,09°A 0,58+0,013A 0,57+0,028A 0,68+0,06%4 0,62+0,192A
1 0,33+0,04C 0,61+0,09°¢A 0,61+0,09%A  0,50+0,11°"8  0,42+0,12"BC
14 0,40+0,15B 0,52+0,20%8 0,45+0,28B 0,87+0,230A 0,53+0,12%B
Cys 28 0,62+0,01%8 0,73+0,040A8 0,80+0,09%A 0,76+0,15%A8  (,7440,15%A8
42 0,66+0,022C 1,07+0,092%8 0,71+0,042C 1,55+0,313A 0,710,272
1 1,25+0,47848  1,52+0,06%A 1,57+0,08%A 0,97+0,06B 1,20+0,292A8
leu 14 1,15+0,00"8  0,84+0,18B 0,82+0,02°B 1,45+0,57%A  1,06+0,01278
28 1,31£0,25%48  0,77+0,13%B 1,35£0,30%48  1,59+0,35%A 1,39+0,832A8
42 1,17+0,28%A 0,89+0,36°A 1,35+0,31%A 1,16£0,09%4A  0,98+0,36%4
1 1,324£0,30248  1,32+0,043A8 1,81+1,012A 1,00+0,26B 0,64+0,112B
14 1,06£0,69A8  1,11+0,35%A8 0,90+0,06%"8  1,6240,77%>~  0,75+0,10%8
Leu 28 1,73+0,60%A 1,09+0,00%B 1,37+0,283A8 1 ,43+0,02%A8  (,93+0,3828
42 1,41£0,0128  1,14+0,2828C 1,74+0,75848  2,00+0,24%A 0,69+0,228C
1 1,83+0,280A8  1,65+0,16%B 2,26+0,613A 1,31+0,35%B8  1,5240,15%8
Phe 14 1,04+0,19¢C 0,98+0,230C 1,64+0,2648  1,40+0,248C  1,99+0,423A
28 2,25+0,19%A 1,17+0,09-:C 1,57+0,01°BC  1,70+0,34%B 1,60+0,60%B¢
42 2,28+0,20%A 1,41+0,65%8 0,97+0,45%8 1,01+0,4308 1,60+0,532A8
1 1,324£0,45%A  1,57+0,28%A 1,72+0,428A 1,38+0,032A 1,2340,492A
14 0,91+0,02°4 1,70+0,96%4 0,91+0,63°A 1,81+0,423A 1,46+0,54%A
Trp 28 1,63+0,313A 1,10+0,492A 1,33+0,24%A  1,49+0,35%A 2,73+2,18%A
42 1,25+0,248A 1 44+0,062~ 1,16+0,538A  1,62+0,48%A 1,13+0,133A
1 2,07+0,09°A8 2 42+0,032AB 2,52+0,500A  2.42+0,130AB  1,9840,45%8
Lys 14 1,62+0,48%8 3,15+1,66%4 1,57+1,09>B 2,94+0,43%A8 2 20+0,022A8
28 2,82+0,17848  2.90+0,75%A8 3,00+0,602A 3,06+0,40%A 2,1340,3428
42 2,49+0,128C 3,16+0,29%A8 2,88+0,182BC  3.45+0,383A 2,06+0,323P
1 61,37£1,94%C  83,95+3,233A 74,50+7,43%8  71,67+4,75%8  73,8149,55%8
Toplam 14 51,36+17,66°C  78,98+16,632"B  66,05+4,44°BC 87 09+13,332A  76,49+5, 78248
28 75,20+5,68%8  79,92+4,022AB  71,90+7,11%B  88,91+3,80°A  74,70+12,77%B
42 76,03+1,53%8  91,99+0,172A 81,23+6,1128  101,34+4,842~ 79 36+11,40%B

abe. Ayni siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
AB.C : Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
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Tablo 51. Fermente Siit Orneklerinin Serbest Amino Asit Degerlerine Ait Varyans Analizi Sonuglari
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Toplam serbest amino asit konsantrasyonlar1 agisindan degerlendirildiginde; fermente
stitlerde en yliksek konsantrasyonlar (91,99 mg/kg ve 101,34 mg/kg) sirasiyla B ve D
orneklerinde depolamanin 42. giiniinde tespit edilmistir. Depolama siiresince toplam amino asit
miktar1 D 6rneginde artarken diger 6rneklerde artis/azalislar meydana gelmis, bununla birlikte
toplam amino asit konsantrasyonlarinin depolamanin 42. giiniinde 1. giinline gore arttigi
gbzlenmistir. Mevcut sonuglardan 6zellikle B ve D kiiltiir kombinasyonlarinin fermente siit
orneklerinde amino asit konsantrasyonunun arttirilmasinda etkili oldugu sdylenebilir. Nitekim
amino asit olusumu tizerinde starter/starter olmayan bakterilerin pepdidaz aktivitelerinin etkili

oldugu bilinmektedir.

Benzer olarak Li et al. (2019b) S. thermophilus, L. plantarum, B. animalis subsp lactis
suslarmin bulundugu fermente siitlerin toplam amino asit miktarlarinin 21 giinlik depolama
periyodu sonunda arttigini ifade etmislerdir. Yilmaz and Gékmen (2017) L. bulgaricus (B), S.
thermophilus (S) ve L. plantarum (P) suslarinin farkli kombinasyonlar: ile iirettikleri
yogurtlarda SB, BP ve SBP igeren drneklerin toplam amino asit miktarlarinin arttigini, ancak
SP iceren yogurt Orneginin toplam amino asit miktarinin 6nemli Olglide degismedigini
bildirmislerdir. Gu et al. (2021) L. paracasei, L. acidophilus, L. rhamnosus GG ve B. lactis
suslarimin  farkli  kombinasyonlar1 ile drettikleri yogurtlarda toplam amino asit
konsantrasyonlarinin diistik oldugunu ifade etmislerdir. Bu durumun s6z konusu suslarin zayif
proteolitik aktiviteye sahip olmasindan ve gelisimleri i¢in amino asitlere ihtiyag duymalari

nedeniyle olugan amino asitleri kullanmalarindan kaynaklandigini belirtmislerdir.

Fermente Siit Orneklerinin GABA I¢erigi

GAD genine sahip LAB suslart tarafindan iretilebilen GABA’nin, insan
metabolizmasinda ¢ok 6nemli fonksiyonlara sahip biyoaktif bir bilesen oldugu bildirilmistir
(Zarei et al. 2018). Bu nedenle son yillarda yapilan ¢alismalarda GABA’nin hem fermente
gidalardaki miktarinin belirlenmesinin hem de GABA ile zenginlestirilmis fonksiyonel

gidalarin tiretiminin 6nemi vurgulanmistir.

Fermente siit 6rneklerinde depolama siiresince belirlenen GABA konsantrasyonlari
standart sapmalart ile birlikte Tablo 52°de, varyans analizi sonuglari ise Tablo 53’de verilmistir.
GABA miktan tizerine kiiltiir ilavesi ile kiltiir ilavesi X depolama siiresi interaksiyonunun
etkisinin istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde 6nemli oldugu tespit edilmistir. Fermente siit
orneklerinde belirlenen GABA konsantrasyonlarina ait kiiltiir ilavesi X depolama siiresi

interaksiyonunun grafigi ise Sekil 28’de sunulmustur.
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Tablo 52. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Siiresince Belirlenen GABA
Konsantrasyonlar1 (mg/kg)

Depolama Siiresi (Giin)

Ornekler
1 14 28 42
A 7,67+0,07%A 9,27+0,00%4 7,77+3,345CA 8,07+0,34%A
B 8,41+0,45%48 9 80+2,142AB 10,07+0,38%A 8,02+0,420B
C 7,79+1,223A 6,43+0,89>A 6,08+0,99°4A 7,56+2,40°A
D 7,21+2,58%B 10,69+2,85%A8  12,26+2,77%A 12,86+2,19%4
E 4,62+0,20°A 4,36+0,15B 4.4740,139A8 4,5440,08°AB

abe: Ayni siitunda iistel harflerle gsterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC: Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.

Tablo 53. Fermente Siit Orneklerinin GABA Konsantrasyonlarina Ait Varyans Analizi
Sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD F P
Kiiltiir ilavesi (A) 4 33,39 0,00**
Depolama siiresi (B) 3 1,94 0,13
AxB 12 2,80 0,00**
Hata 60

Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde 6nemli; ** (p<0,01) diizeyinde 6nemli

Fermente siitlerde en diisik GABA konsantrasyonu (4,36 mg/kg) E Orneginde
depolamanin 14. giinlinde, en yiiksek GABA konsantrasyonu ise (12,86 mg/kg) D 6rneginde
depolamanin 42. giiniinde belirlennistir (Tablo 52). Elde edilen bulgulara benzer olarak
Minervini et al. (2009) farkli starter kiiltiirler kullanarak {irettikleri fermente kegi siitii
orneklerinde L. plantarum 1288 susunun 12,84 mg/kg konsantrasyonunda GABA iirettigini
bildirmislerdir. Kim et al. (2022) ise GABA fiireticisi olarak L. plantarum Y7 nin kullanildig:
yagsiz siitte GABA miktarinin 4,85 pg/mL oldugunu, L. bulgaricus susu ile birlikte kullanildigi

zaman bu oranin 6,85 pg/mL’ye yiikseldigini rapor etmislerdir.

Diger calismalarda ise farkli L. plantarum suslarmin yogurtta 314,56 mg/100g;
fermente siitte 33 mg/L; MSG katkili MRS ortaminda 3,45 g/ oraninda GABA iirettigi
belirtilmistir (Tung et al. 2011; Shan et al. 2015; Zhang et al. 2017a). Arastirma sonuglarindaki
bu farkliliklarmn fermantasyonda kullanilan mikroorganizmalar ve kiltiir ortamlarinin
kompozisyonundaki farkliliklar ile GABA iiretim kosullarinin optimizasyonuna bagli olarak
degisiklik gosterdigi dustiniilmektedir. Nitekim arastirmacilar GABA {iretiminin pH, sicaklik
gibi ortam sartlarindan, glutamik asit, PLP gibi ingredientlerin kiiltiir ortamina ilavesinden
etkilendigini, bununla birlikte GABA veriminin 6nemli derecede bakteri susuna bagli oldugunu
vurgulamiglardir (Siragusa et al. 2007; Nejati et al. 2013; Jitpakdee et al. 2021). Ayn1 zamanda

baz1 bakteri suslarinda glutamat ile GABA’nin hiicre i¢ine/hiicre disina taginmasini saglayan
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transport sisteminin diizenli calismadigi ya da glutamatin diger metabolik yollarda kullanildig1
ve biitiin bu faktorlerin GABA iiretimini sinirlandirdigi bildirilmistir (Santos-Espinosa et al.
2020). Nejati et al. (2013) ti¢ farkli L. plantarum susunun (1 TP, FC210 ve PU11) farkli
oranlarda GABA sentezledigini (11,1 mg/kg, 43,5 mg/kg ve 77,4 mg/kg) ve GABA sentezleme
kapasitesinin suslar arasinda degiskenlik gosterdigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Cataldo et
al. (2020) 7 adet L. brevis ve 9 adet L. plantarum izolatindan sadece 3 tanesinin (L. brevis CRL
1942, L. brevis CRL 2013 ve L. brevis CRL 1959) yiiksek konsantrasyonda (>230 mM) GABA

sentezleme yetenegine sahip oldugunu rapor etmislerdir.

GABA konsantrasyonu acisindan depolamanin baslangicindan itibaren fermente siit
ornekleri arasinda istatistiksel olarak farkliliklarin bulundugu, en yiikksek GABA
konsantrasyonunun D 6rneginde belirlendigi, bu 6rnegi sirasiyla B, A, C ve E 6rneklerinin
izledigi goriilmektedir. Ornekler arasindaki farkliliklarin fermente siitlerin iiretiminde
kullanilan kiiltiir kombinasyonlarinin farkli olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. D
orneginde GABA (+) oldugu belirlenen L. plantarum 156’nin yani sira proteolitik aktiviteye
sahip oldugu bilinen L. casei ATCC 334 ve L. helveticus DPC 4571 suslarinin bir arada
kullanilmasinin sinerjist etki gosterdigi, basta glutamik asit olmak iizere amino asit olusumunu
artirdigr ve GABA {iretimini tesvik ettigi belirlenmistir. Nitekim GABA’nin glutamik asitin
dekarboksilasyonu sonucu olustugu bilinmektedir. Ayag et al. (2022) tarafindan yiiriitiilen bir
calismada GABA olusumu ile Glu, GIn, Ser ve Met amino asitleri arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu tespit edilmistir. D 6rneginde toplam serbest amino asit konsantrasyonunun
daha yiiksek olmasi bu sonucu destekler niteliktedir (Tablo 50). Benzer sekilde konu ile ilgili
yapilan bir ¢alismada L. plantarum Y7 susunun proteolitik aktivitesinin zayif olmasindan
dolay1 fermente siitte GABA miktarinin diisiik kaldigi, ancak giiclii proteolitik aktiviteye sahip
L. bulgaricus susu ile birlikte kullanildiginda GABA miktarinn arttig1 bildirilmistir (Kim et al.
2022). Ayni zamanda L. plantarum 156 susunu iceren diger drneklerde de (A, B, C) 6nemli
miktarlarda GABA’nin olustugu belirlenmistir. L. plantarum 156 ile birlikte proteolitik
aktiviteye sahip L. casei ATCC 334 ve L. helveticus DPC 4571 suslarinin GABA {iretimi
tizerinde etkili oldugu goriilmektedir. L. plantarum 156 susunun yani sira sadece S.
thermophilus 20S4 susunu igeren C 6rneginde GABA miktart nispeten diisiik kalmistir. Bu
durumun daha Once bahsedildigi lizere C Orneginde giiclii proteolitik bir ajanin
bulunmamasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. L. plantarum 156 susunu igermeyen E
orneginde ise diisiik konsantrasyonda da olsa bir miktar GABA olusumu gozlenmistir. S6z
konusu 6rnekte GABA nin pastdrizasyon sonrast siitte kalan LAB suslar1 tarafindan ya da maya
grubu mikroorganizmalar tarafindan iiretilmis olabilecegi tahmin edilmektedir. Jitpakdee et al.

(2021) P. pentosaceus ENM104 ve L. plantarum SPS109 suslarini kullanarak iirettikleri
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fermente siitlerde en yiiksek GABA konsantrasyonunun 4,58 ug/mL oldugunu, herhangi bir
starter kiiltiir igermeyen kontrol 6rneginde de 4,39-4,42 pg/mL diizeyinde GABA tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Tiim bunlara ilaveten maya/kiiflerin GAD enzimine ve GABA iiretim
kapasitesine sahip oldugu, gesitli fermente gidalardan izole edilen S. cerevisiae ve K. marxianus

gibi mayalarda GAD enziminin tanimlandig1 belirtilmistir (Sahab et al. 2020).

Depolama siiresince GABA konsantrasyonunun D 6rneginde siirekli artis gosterdigi,
diger orneklerde ise artis ve azaliglarin oldugu belirlenmistir. Hussin et al. (2021) L. plantarum
Taj-Apis362 susunu kullanarak trettikleri yogurtlarda GABA miktarinin depolamanin 21.
giinline kadar artig gosterdigini, depolamanin 28. giiniinde ise azaldigini rapor etmislerdir.
Arastirmacilar bu azalmanin yogurtta siklikla tespit edilen ve GABA’nin degradasyonuna

sebep olan enzimleri igeren S. cerevisiae’dan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.
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Sekil 27. Fermente siit rneklerinin GABA konsantrasyonlari tizerine kiiltiir ilavesi X
depolama siiresi interaksiyonunun etkisi

Sekil 28’de A, B ve C 6rneklerinin GABA miktarinda depolama siiresince artis/azalislar
meydana geldigi, D 6rnegindeki GABA miktarinin depolama siiresince artarak 42. giinde en
yiikksek degere ulastigi goriilmektedir. E O6rneginin GABA konsantrasyonunun ise diger
orneklere gore onemli diizeyde diisiik oldugu ve depolama siiresince onemli bir degisim

sergilemedigi belirlenmistir.

Fermente Siit Orneklerinde Belirlenen Ucucu Bilesikler

Yogurt benzeri fermente siit 6rneklerinin ugucu bilesen profili depolama periyodunun
1., 14., 28. ve 42. giinlerinde GC-MS teknigi kullanilarak belirlenmistir. Tespit edilen ugucu

bilesikler 7 grup altinda birlestirilmis ve varyans analizi sonuglari ile birlikte tablolar halinde
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verilmistir (Tablo 54-Tablo 60). Fermente siit 6rneklerinde 13’1 keton, 10’u alkol, 7’si asit, 6°s1
ester, 4’1 terpen, 4’1 aldehit ve 10’u diger bilesikler olmak {izere toplam 54 adet ugucu bilesik

saptanmistir.

Ketonlar

Ketonlar; serbest yag asitlerinin enzimatik oksidasyonu ile - ketoasitlerine, ardindan
s0z konusu bilesiklerin dekarboksilasyonu ile metil ketonlara doniismekte ve diisiik
konsantrasyonlarda bile aroma tizerinde etkili olmaktadirlar. Diasetil, asetoin gibi ketonlar ise
sitrat ve laktat metabolizmasi ile olusan piriivatin yikilmasi sonucu meydana gelmekte ve
fermente siit iriinlerine kremamsi bir aroma vermektedir. Asetoin ayni zamanda diasetil
rediiktaz tarafindan katalizlenen geri doniisiimsiiz reaksiyon ile diasetilden de olugmaktadir
(Kose ve Ocak 2014; Farag et al. 2021). Depolama siiresince belirlenen keton bilesikleri
varyans analizi sonuclar ile birlikte Tablo 54’de verilmistir. Varyans analizi sonuc¢larindan
kiiltiir ilavesinin acetone, 2-pentanone, acetoin haricindeki bilesiklerde; depolama siiresinin ise
2,3-pentanedione, acetone, 3-hydroxy-3-methyl-2-butanone, 2-undecanone disindaki
bilesiklerde istatistiksel olarak ©nemli oldugu belirlenmistir (p<0,01). Fermente siit
orneklerinde toplam 13 adet keton bilesigi tespit edilmis, tiim o6rneklerde acetone, 2,3-
biitanedione (diasetil), acetoin ve 2-heptanone major keton bilesikleri olarak tespit edilmistir.
S. thermophilus ve L. bulgaricus suslarinin tek ve birlikte fermente siit tiretiminde kullanildig:
bir ¢aligmada, sadece S. thermophilus ile iiretilen fermente siitte 10 adet keton bilesigi tespit
edildigi, bunlar arasinda 2,3-butanedione, acetoin, 2-heptanone ve 2-nonanone bilesiklerinin
hakim oldugu bildirilmistir (Dan et al. 2017).

Acetoin ve acetone bilesiklerinin yogurt ve benzeri fermente siit {irlinlerinde arzu edilen
tat/aromanin olugsmasinda etkili temel aroma bilesikleri olduklar1 bilinmektedir (Li et al. 2020).
Fermente siit 6rneklerinde belirlenen acetone ve acetoin miktarlarinin tiim 6rneklerde genel
olarak benzer oldugu, depolama siiresince 6zellikle acetone miktarindaki degisimin istatistiksel
olarak 6nemli olmadig: belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada S. thermophilus MGA45-4 susu
ile tiretilen fermente siitlerde depolama boyunca acetoin miktarinin 21,12-29,87 pg/L araliginda
degistigi bildirilmistir (Dan et al. 2018). Muelas et al. (2018) farkli LAB suslar ile fermente
ettikleri stitlerde tiim 6rneklerde farkli konsantrasyonlarda acetoin tespit ettiklerini, en yiiksek
acetoin miktarinin (684 nL/L) ise L. sakei CECT 5964 susu ile tiretilen 6rnekte belirlediklerini

ifade etmislerdir.

Acetaldehyde bilesiginden sonra yogurt ve benzeri fermente siit iirinlerinde tipik
aromay1 olusturan diger bir bilesigin 2,3-biitanedione (diasetil) oldugu bildirilmistir (Pinto et
al. 2009). 2,3-biitanedione (diasetil) bilesigi agisindan ornekler arasinda belirgin farkliliklar
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oldugu, bu bilesigin D ve E 6rneklerinde olduke¢a yiiksek konsantrasyonda bulundugu ve
depolama siiresince artis gosterdigi gdzlenmistir. Ozellikle L. casei ATCC 334, L. helveticus
DPC 4571 ve S. thermophilus 20S4 suslarinin bulundugu E 6rneginde depolamanin 42.
giinlinde 6nemli diizeyde arttig1 ve keton bilesikleri arasinda en yliksek konsantrasyona (10,89
ng/100g) ulastigr belirlenmistir. S6z konusu 6rneklerde proteolitik aktiviteye sahip suslarin
kullanilmasinin proteolizi, dolayisiyla aroma olusumunu artirdig1 sdylenebilir. Bir ¢alismada
yogurt kiiltiiriine ilaveten L. rhamnosus DSA LR1 susunun kullanildigi 6rneklerde depolama
stiresince diasetil konsantrasyonunun siirekli artis gosterdigi bildirilmistir. Arastirmacilar bu
durumun L. rhamnosus susunun sitrati metabolize etmesinden kaynaklanabilecegini ifade
etmislerdir (Innocente et al. 2016). Xu et al. (2006) yogurt kiiltiirii (YC) ve L. rhamnosus (LB)
susunu kullandiklar1 ¢alismada, LB ve YC+LB ile iiretilen fermente siitlerde 2,3-butanedione
olusumunun YC ile iiretilen kontrol 6rnegine kiyasla arttigini ifade etmislerdir. Min et al.
(2020) ise yogurt kiiltiirii ve ilaveten L. plantarum K25 ile irettikleri yogurtlarda 2,3-

biitanedione konsantrasyonunun depolama boyunca arttigini rapor etmislerdir.

2-heptanone bilesigi B, D, E drneklerinde yiiksek konsantrasyonda belirlenmis, bilhassa
D o6rneginde depolamanin 42. giiniinde en yiiksek degere ulasmistir. Condurso et al. (2008)
yogurt Orneklerinde yiiksek konsantrasyonda 2-heptanone tespit ettiklerini ve bu bilesigin
yogurtta major aroma bilesiklerinden biri oldugunu ifade etmislerdir. Fermente siit 6rneklerinde
tespit edilen diger keton bilesiklerinden 2-pentanone, 2,3-pentanedione, 3-pentanone, 2-
nonanone ve 2-undecanone diisiik konsantrasyonlarda belirlenmis ve miktarlarinda depolama
sliresince dalgalanmalarin  oldugu goézlenmistir. 3-Methyl-2-pentanone bilesigini sadece
depolamanin baslangicinda, 3-Octanone bilesigi ise depolama periyodunun 28. ve 42.
giinlerinde Dbelirlenmistir. Mevcut sonuglar degerlendirildiginde o6zellikle D ve E kiiltiir

kombinasyonlarinin keton bilesiklerinin konsantrasyonlarini artirdigr sdylenebilir.
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Tablo 54. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Siiresince Belirlenen Keton Bilesikleri (ng/100g)

o Dep. Siir. Ornekler ___ANOVA
Bilesik (Giin) A B C D E Kiiltiir ilavesi  Dep. Siir.
1 3,30+0,86 1,56+0,65 1,97+0,61 1,924+0,65 2,94+0,85
Acetone 14 1,93+0,80 2,90+1,05 2,33+0,41 2,93+0,74 3,21+1,05 - -
28 2,99+0,68 3,24+0,82 2,58+0,08 2,61+£1,19 2,43+0,33
42 3,21+1,38 3,18+0,85 2,22+0,41 2,74+0,91 2,35+0,36
1 1,17£0,72 0,68+0,33 0,49+0,33 2,21+1,39 3,03+1,13
2,3-Butanedione 14 1,22+0,37 1,40+0,63 0,80+0,08 3,12+0,63 8,0543,10 o -
(Diasetil) 28 1,50+0,25 1,63+0,23 0,84+0,05 5,02+0,37 7,82+1,86
42 1,51+0,28 1,46+0,25 0,67£0,05 4,97+1,59 10,89+1,58
1 1,99+0,44 1,54+0,50 1,03+0,35 0,79+0,08 0,27+0,09
3-Methyl-2- 14 TE TE TE TE TE - .
pentanone 28 TE TE TE TE TE
42 TE TE TE TE TE
1 0,27+0,15 0,22+0,09 0,17+0,05 0,19+0,05 0,23+0,11
2-Pentanone 14 0,27+0,10 0,360,14 0,33+0,13 0,41+0,15 0,35+0,08 .
28 0,37+0,13 0,44+0,15 0,35+0,05 0,44+0,26 0,40+0,06 -
42 0,42+0,09 0,39+0,05 0,33+0,09 0,40+0,05 0,40+0,05
1 0,14+0,03 0,15+0,09 0,29+0,13 0,28+0,17 0,35+0,17
» 3-Pentanedione 14 0,13+0,03 0,25+0,09 0,11+0,04 0,28+0,15 0,48+0,15 o
' 28 0,20+0,12 0,35+0,16 0,14+0,03 0,32+0,15 0,57+0,16 B
42 0,24+0,12 0,27+0,07 0,10+0,02 0,30+0,12 0,25+0,10
1 0,11+0,05 0,04+0,00 0,09+0,03 0,06%0,00 0,10+0,05
14 0,08+0,01 0,15+0,07 0,09+0,00 0,13+0,01 0,32+0,10
3-Pentanone ok Hk
28 0,12+0,06 0,27+0,02 0,10+0,02 0,12+0,04 0,33+0,02
42 0,15+0,07 0,13+0,07 0,08+0,03 0,10+0,07 0,19+0,12
1 5,03+1,10 2,42+1,33 3,15+1,12 3,60+1,08 4,63+£2,11
Acetoin 14 3,72+1,20 4,61+0,57 5,02+0,76 6,31+1,27 5,10+0,88 .
28 5,06+0,39 5,94+0,96 5,05+0,90 6,07+0,94 4,27+0,92 -
42 5,51+1,88 5,29+0,80 3,65+1,49 5,40+0,72 3,71+1,04
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Tablo 54. (devam)

1 TE TE TE TE TE
2-Hexanone 14 TE TE TE TE TE - -
28 0,04-+0,00 0,05+0,01 0,04+0,01 TE 0,06+0,03
42 TE TE TE TE 0,10+0,05
1 0,29+0,02 0,37+0,08 0,26+0,11 TE 0,40+0,14
3-Hydroxy-3-
methyl-2- 14 0,23+0,02 0,36+0,08 0,23+0,01 0,31+0,03 0,25+0,07 o i
butanone 28 0,18+0,01 0,32+0,07 0,21+0,02 0,31+0,13 0,25+0,01
u 42 0,24+0,04 0,30+0,05 0,16+0,04 0,30+0,04 0,24+0,01
1 1,29+0,50 1,65+0,20 1,00+0,44 1,59++0,74 1,86+0,65
2-Heptanone 14 1,54+0,30 3,61+1,02 1,53+0,26 3,42+1,12 3,38+0,43 o o
28 1,48+0,15 4,51+2,01 1,72+0,17 3,68+1,81 3,76+1,16
42 1,60+0,24 5,62+0,39 1,39+0,56 6,94+2,23 4,16+1,05
1 TE TE TE TE TE
3-Octanone 14 TE TE TE TE TE . .
28 TE TE 0,07+0,02 0,06+0,02 0,08+0,00
42 0,10+0,03 0,11+0,00 0,09+0,03 0,06:0,00 0,10+0,03
1 0,34+0,20 0,29+0,13 0,23+0,11 0,22+0,02 0,71£0,14
14 0,40+0,12 0,86+0,31 0,35+0,04 0,86+0,26 1,11+0,36
2-Nonanone *x *x
28 0,34+0,04 1,15+0,42 0,39+0,05 1,11+0,54 0,95+0,31
42 0,41+0,02 1,41+0,04 0,40+0,13 1,40+0,62 1,07+0,27
1 0,10+0,03 0,08+0,02 0,06+0,01 TE 0,11+0,04
»-Undecanone 14 0,03+0,00 0,09+0,02 0,04+0,01 0,08+0,02 0,09+0,03 . )
28 0,04:0,00 0,09+0,03 0,05+0,00 0,09+0,04 0,07+0,01
42 0,05+0,01 0,09+0,01 0,06+0,01 0,12+0,05 0,09+0,01

*(p<0,05) diizeyinde dnemli; ** (p<0,01) diizeyinde 6nemli



Alkoller

Primer alkollerin; aldehitlerin aldehit dehidrogenaz ile indirgenmesi sonucu olustugu,
sekonder alkollerin ise yag asitlerinin oksidasyonu ile meydana gelen metil ketonlarin rediiktaz
enzimleri tarafindan indirgenmesi ile olustugu bilinmektedir (Hu et al. 2020). Primer ve
sekonder alkollerin ayn1 zamanda karbonhidrat ve amino asitlerin ¢esitli metabolik
reaksiyonlart sonucu da meydana geldigi (Tylewicz et al. 2022) ve alkol veya

¢icegimsi/meyvemsi aroma ile karakterize edildigi bildirilmistir (Muelas et al. 2018).

Fermente stitlerde depolama stiresince belirlenen alkol bilesikleri varyans analizi sonuglari
ile birlikte Tablo 55’de verilmistir. Varyans analizi sonuglarindan kiiltiir ilavesinin etkisi ethanol harig¢
diger bilesiklerde istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Depolama siiresinin etkisinin ise ethanol ve
1-heptanol haricindeki diger bilesiklerde p<0,01 diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir. Fermente
stit orneklerinde toplam 10 adet alkol bilesigi tespit edilmis, ethanol miktarmin diger alkol
bilesiklerine gore daha yiiksek oldugu saptanmustir. Ethanol fermente siit 6reklerinin tiimiinde tespit
edilmis, miktar agisindan 6rnekler arasinda 6nemli farkliliklar gozlenmemis ve depolama siiresince
degisimi de istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p>0,05). Glikozun ve amino asitlerin
katabolizmasinda son {iriin olan etanoliin yogurt ve benzeri fermente siit tiriinlerinde baslica alkol
bilesigi oldugu ifade edilmistir (Cheng 2010). Muelas et al. (2018) L. casei, L. lactis ve L. bulgaricus
ile tirettikleri fermente siitlerde etanoliin major bilesen oldugunu belirtmislerdir. Etanoliin temel bir
ucucu bilesen oldugu bildirilmesine ragmen, laktik asit fermantasyonu sirasinda iiretilen az
miktardaki etanoliin yogurt ve benzeri fermente siit iirlinlerinin aromasina katkisinin énemli olmadigi
one siiriilmistiir (Erkaya and Sengiil 2011; Beltran-Barrientos et al. 2019). Bununla birlikte etanoliin
aroma/lezzet olusumunda tamamlayici bir rol tstlendigi de belirtilmistir (Cheng 2010). Yogurt ve
benzeri fermente siit {iriinlerinde etanoliin fazla miktarda olusmasinin, kullanilan kiiltliriin maya ile
kontamine oldugunun gostergesi olarak kabul edilebilecegi, bu durumun aromanin bozulmasina
sebep olacagi da ifade edilmistir (Kose ve Ocak 2014). Alkol bilesikleri arasinda 3-methyl-2-buten-
1-ol, 2-ethyl hexanol, 1-heptanol, 1-hexanol, 1-octanol ve 1-nonanol bilesikleri daha diisiik
konsantrasyonlarda belirlenmis, drneklerin ¢ogunda tespit edilebilmistir. S6z konusu bilesiklerin
konsantrasyonlarimin depolama boyunca 6nemli dlglide degismedigi gézlenmistir. L. lactis NRRL B-
50571 ve NRRL B-50572 suslarinin tek ve ko-kiiltiir olarak fermente siitlerde kullamldigi bir
calismada Orneklerin tiimiinde 2-ethyl-1-hexanol bilesiginin belirlendigi rapor edilmistir (Beltran-
Barrientos et al. 2019). Dan et al. (2017) ise L. bulgaricus ve S. thermophilus’u birlikte kullanarak
fermente ettikleri siitlerde 8 alkol bilesigi tespit ettiklerini, ancak konsantrasyonlarmmn diisiik
oldugunu ve 1-hexanol, 1-heptanol, ve 2-nonanol miktarlarmm depolama siiresince farklilik

gostermedigini rapor etmislerdir.
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Tablo 55. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Siiresince Belirlenen Alkol Bilesikleri (ng/100g)

. Ornekler ANOVA
Bilesik Dep. Sir. Kiiltiir Dep
(Giin) A B C D E . ,
Tlavesi Siir.
1 1,13+0,21 0,90+0,34 1,01+0,32 0,89+0,22 1,07+0,59
Ethanol 14 0,77+0,25 1,23+0,47 1,08+0,28 1,17+0,28 1,31+0,62
28 1,49+0,83 1,38+0,60 1,0440,26 1,09+0,57 0,95+0,15 i i
42 1,38+0,66 1,44+0,18 0,75+0,12 1,08+0,12 1,17+0,21
1 0,08+0,04 TE TE TE TE
3-Methyl-butanol 14 0,07+0,01 0,04+0,02 TE 0,07+0,03 0,08+0,03 . .
28 0,07+0,03 0,02+0,01 0,010,00 0,10+0,03 0,05+0,03
42 0,08+0,03 0,03+0,01 0,010,00 0,07+0,05 0,09+0,01
1 TE TE TE TE TE
LPentanol 14 TE TE 0,03+0,00 0,03+0,00 0,02+0,00 . .
28 TE 0,04+0,02 0,03+0,00 TE 0,02+0,00
42 0,0440,02 TE 0,04+0,00 TE 0,03+0,01
1 0,190,06 0,02+0,00 0,12+0,03 TE TE
3-Methyl- 14 0,16+0,01 0,060,01 0,080,00 0,18+0,0 0,140,04 . .
2-buten-1-ol 28 0,15+0,01 0,15+0,04 0,12+0,02 0,07+0,02 0,08+0,07
42 0,18+0,09 0,10+0,02 0,1120,04 0,110,01 0,15+0,01
1 0,06+0,02 TE 0,08+0,02 0,27+0,03 0,12+0,04
14 0,060,00 0,06+0,01 0,050,00 0,020,00 0,09+0,03
1-Hexanol *k *k
28 0,04:0,00 0,04+0,01 TE 0,0620,02 0,09+0,02
42 0,11+0,01 TE 0,07+0,0 TE 0,22+0,08
1 0,05+0,01 0,030,00 0,05+0,01 0,08+0,00 0,03+0,00
14 0,050,00 0,03+0,00 0,02+0,00 0,03+0,00 0,07+0,04
1-Heptanol *k -
28 0,030,00 0,0420,00 0,02+0,00 0,05+0,01 0,07+0,04
42 0,03+0,0 0,05+0,0 0,060,00 0,02+0,00 0,150,09
1 0,10+0,03 0,07+0,01 0,05+0,01 TE 0,13+0,04
2-Ethyl hexanol 14 0,10+0,03 0,09+0,04 0,1240,03 0,1740,02 0,25+0,14 . .
28 0,09+0,02 0,15+0,04 0,1240,03 0,17+0,06 0,110,02
42 0,16+0,03 0,14+0,01 0,12+0,05 0,1440,02 0,15+0,03
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Tablo 55. (devam)

1 0,07+0,02 0,05+0,01 0,04+0,01 TE 0,05+0,01
14 0,1540,01 0,08+0,01 0,04+0,00 0,06+0,01 0,06+0,02
1-Octanol *x Fk
28 0,04+0,00 0,05£0,00 0,04+0,0 0,04+0,01 0,06+0,02
42 0,04+0,01 0,05£0,00 0,06+0,01 0,05+0,01 0,13£0,06
1 0,02+0,00 0,05+0,01 0,07+0,02 TE 0,06+0,02
14 0,15+0,01 0,34+0,05 0,04+0,00 TE 0,09+0,02
1-Nonanol *x *x
28 0,08+0,02 0,07+0,01 0,04+0,00 0,07+0,02 0,25+0,02
42 0,04+0,01 TE 0,04+0,00 TE 0,22+0,00
1 TE 0,03£0,00 0,07+0,01 0,05£0,00 TE
6-Methvl-1-octanol 14 TE 0,37+0,06 TE 0,04+0,00 TE - -
Y 28 0,12+0,05 0,05+0,00 0,03£0,00 0,17+0,05 0,12+0,05
42 TE 0,03£0,01 0,04+0,00 0,05+0,01 0,06+0,02

*(p<0,05) diizeyinde dnemli; ** (p<0,01) diizeyinde 6nemli



Karboksilik asitler

Fermente siit tirtinlerinin eksimsi tadindan sorumlu olan asit bilesikleri, amino asitlerin
yikimi, lipoliz ya da laktoz fermantasyonu sonucu olusmaktadir (Dan et al. 2019a). Asitlerin
ayn1 zamanda metil ketonlarin, alkollerin, laktonlarin ve esterlerin olusumu i¢in 6ncii bilesikler

oldugu ifade edilmektedir (Dan et al. 2018).

Fermente siit 6rneklerinde depolama siiresince belirlenen asit bilesikleri varyans analizi
sonuglari ile birlikte Tablo 56’da verilmistir. Varyans analizi sonug¢larindan kiiltiir ilavesinin
etkisi hexanoic acid disindaki diger asitlerde; depolama siiresinin etkisi ise propiolic acid ve
hexanoic acid haricindeki diger bilesiklerde istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Fermente
stit orneklerinde toplam 7 adet asit bilesigi tespit edilmis, acetic acid ve hexanoic acid tiim
orneklerde hakim asit bilesikleri olarak belirlenmistir. Benzer sekilde yapilan bir ¢aligmada L.
plantarum K25 ile fermente edilen siitlerde 7 adet karboksilik asit bilesiginin belirlendigi,
bunlar arasinda acetic acid, hexanoic acid, octanoic acid ve benzoic acid bilesiklerinin yiiksek

konsantrasyonlarda bulundugu belirtilmistir (Min et al. 2020).

Siit drinlerinde sirke tad:r ile karakterize edilen acetic acid miktarinin B, C ve D
orneklerinde genel olarak depolama siiresince arttigi, depolamanin 42. giininde B ve D
orneklerinde diger 6rneklere oranla daha yiiksek diizeyde belirlendigi tespit edilmistir. Zareba
et al. (2014) L. casei DN-114 001 tarafindan fermente edilen siitlerde acetic acid bilesiginin
depolama boyunca baskin oldugunu bildirmistir. Dan et al. (2017) S. thermophilus IMAU80842
ve L. bulgaricus IMAU20401 suslarini tek ve bir arada kullanarak tirettikleri fermente siitlerin

tiimiinde yiiksek diizeyde acetic acid tespit etmiglerdir.

Fermente siitlerde baskin asitlerden bir digeri olan hexanoic acid miktarinin érneklerin
tiimiinde benzer oldugu ve depolama siiresince degisiminin istatistiksel olarak dnemli olmadigi
tespit edilmistir. Dan et al. (2019b) 17 farkli L. bulgaricus susunu kullandiklar1 bir ¢alismada
B4, B6, B7, B12 ve B16 suslarinin bulundugu fermente siitlerde hexanoic acid miktarinin
kontrol susuna kiyasla daha yiiksek miktarda oldugunu rapor etmislerdir. Benzer olarak
Beltran-Barrientos et al. (2019) L. lactis NRRL B-50571 ve NRRL B-50572 suslarinin
bulundugu fermente siitlerde asit bilesiklerinden hexanoic acid ve octanoic acid

konsantrasyonlarinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Yogurt ve benzeri fermente siitlerde karakteristik aromasinin olusumunda etkili olan
Lactic acid’in ise depolama siiresince artis ve azalislar sergiledigi, bununla birlikte en yiiksek
konsantrasyona D 6rneginde depolamanin 42. giiniinde ulastig tespit edilmistir. Ayni zamanda
A orneginde 28. giinden itibaren, C Orneginde ise 14. giinden itibaren belirlenememistir. E

orneginde depolamanin 1. giinlinde tespit edilemezken depolamanin sonunda yiiksek miktarda
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olustugu gozlenmistir. Nitekim lactic acid bilesiginin diisiikk uguculuga sahip olmasina ragmen
yogurt ve benzeri fermente siitlerin tipik aroma/lezzetine biiylik dlglide katkida bulundugu
bildirilmistir (Cheng 2010). Propiolic acid, biitanoic acid ve octanoic acid bilesikleri nispeten
diisiik konsantrasyonda olmakla birlikte fermente siit 6rneklerinin tiimiinde saptanmistir. S6z
konusu bilesiklerin miktarlarinin 6rneklerde benzer araliklarda oldugu ve depolama siiresinceki

degisiminin ¢ogunlukla 6nemli olmadig: tespit edilmistir.

Esterler

Esterler; diger aroma bilesiklerine gore daha kompleks reaksiyonlar ile olusmakta, genel
olarak alkolizis ile ya da alkol ve karboksilik asitlerin esterifikasyon reaksiyonlari sonucunda
meydana gelmektedirler (Yilmaz 2019). Fermente siit iiriinlerinde genellikle meyvemsi veya
cicegimsi aroma ile karakterize edilen ester bilesiklerinin algilama esiginin alkollerden daha
diisiik oldugu, bu nedenle siit {iriinlerinin aromasi iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Dan et al. 2018; Farag et al. 2021; Tylewicz et al. 2022). Ayrica yag asitleri ve
aminlerin neden oldugu keskin ve aci tadi baskilayarak aromaya katkida bulundugu ifade
edilmistir (Cheng 2010). Baz1 LAB suslarinin esteraz enzimine sahip oldugu ve aromatik ester

bilesiklerini gliserid ve alkollerden direkt olarak iiretebildigi belirtilmistir (Hu et al. 2020).

Fermente siit orneklerinde depolama siiresince belirlenen ester bilesikleri varyans
analizi sonuclan ile birlikte Tablo 57°de verilmistir. Varyans analizi sonuglarindan kiiltiir
ilavesinin etkisi 2-methyl-methyl pentanoate ve ethyl hexanoate haricindeki bilesiklerde;
depolama stiresinin etkisi ise 1,1- dimethyl propyl hexanoate disindaki bilesiklerde p<0,01
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Fermente siit 6rneklerinde toplam 6 adet ester bilesigi tespit

edilmis, ethyl acetate en yiiksek konsantrasyonda belirlenen ester bilesigi olarak saptanmustir.

Ethanol ve acetic acid arasindaki esterlesme reaksiyonu sonucu olusan ethyl acetate B
ve C orneklerinde depolamanin 1. giiniinde tespit edilememis, ancak depolamanin ilerleyen
giinlerinde tiim Orneklerde diger bilesiklere gore yliksek konsantrasyonlarda saptanmistir.
Ozellikle A ve B &rneklerinde depolamanin 42. giiniinde en yiiksek konsantrasyonlara ulastig
gozlenmistir. Wang et al. (2021) kegi siitiinden iiretilen kefir 6rneklerinde tespit edilen esterler
arasinda ethyl acetate’in en baskin ester bilesigi oldugunu bildirmislerdir. Ticari yogurtlarin
aroma profilinin incelendigi bir caligmada 10 adet yogurt 6rneginden 8’inde ethyl acetate tespit
edildigi rapor edilmistir (Giiler and Park 2011). Yogurt kiiltiirii ile L. rhamnosus’un tek ve
yardimci kiiltiir olarak farkli oranlarda kullanildig1 bir ¢aligmada ise ethyl acetate bilesiginin

tiim 6rneklerde belirlendigi ifade edilmistir (Xu et al. 2006).
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Tablo 56. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Siiresince Belirlenen Karboksilik Asit Bilesikleri (ug/100g)

Dep. Ornekler ANOVA
Bilesik Siir. Kiiltiir Dep.
(Giin) o B - D E ilavesi Siir.
1 1,02+0.26 1332031 1,77+0.74 1.420.17 1,64+0.80
propiolicacid 14 0,7240,08 1,39+0,56 0,930,05 1,07+0,28 2,000,76 . ]
28 1,43+0,67 1,37+0,70 1,09+0,09 1,09+0,28 1,32+0.09
42 1,15+0,51 1,59+0.67 0,87+0.05 1,1140,16 1,56+0,24
1 2,91%1,10 1,77+0,42 1,70£0.66 2,14%1,16 2.2020,99
Acetic acid 14 2,80+0,82 4,5141,45 2,6640,97 3,87+0,64 3,76+1,43 . "
28 3,63+0.76 3,55+0,87 2,87+1,05 4,02+1,05 1,78+0.09
42 2.17+1,04 6.09+0.15 3.64+1.18 5.65+0.02 1.810,93
1 0,99+0.12 0.8220.19 0,85£0,24 0.51£0,05 0.26£0.08
Biitancic acid 14 0,74+0.19 1.20+0,52 0,38+0,22 0724032 0.79+0,25 . .
28 0,54+0,15 0,7120,22 0.66+0,13 0.53+0.07 0,60+0,14
42 0,86+0,22 0912023 0,77+0.19 0,93+0,39 0.8140,20
1 0,57£0.29 0,40+0,09 0,3920,19 0,5620,24 TE
| actic acid 14 0,73+0.18 0,98+0.16 TE 0712038 0,79+0,15 . -
28 TE 0,5120,07 TE 0,62+0,25 0,17+0,01
42 TE 0,93+0,14 TE 1,58+0,30 1,00+0.41
1 1,90+0.,60 1,2140,53 1.28+031 2,03£0,99 1,330.60
Hexanoic acid | 14 1,85+0,65 1,98+0,53 1,6240,24 2,3140,69 2,3140,99 ] ]
28 1,44+0,60 1,74+0,75 1,73+0,43 2,3141,07 1,69+0.59
42 1,500,66 2,12+0,60 2,02+0,54 2,38+0,88 1,67+0.17
1 1,20+0,41 0,84=0,20 TE 0,1120,01 0,0420,01
o 14 0,77+0,09 1,0240,17 TE TE TE " -
Benzoic Acid g TE 0,830,15 TE TE TE
42 TE TE TE TE 0,86:0,10
1 075033 0.52=0.17 0,5320.15 1.25£0.61 0,6820,35
14 1,05+0,34 0,90+0,33 0,64=0,14 1,12+0.41 1,24+0.55 . -
Octanoic Acid  5g 0,83£0.21 0,800,13 0,890,12 1,2740,32 1,04+0,19
42 0,95£0,29 1,33+0,37 1,12+0,50 1,36+0,38 0,91=0,09

*(p<0,05) diizeyinde dnemli; ** (p<0,01) diizeyinde 6nemli
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Tablo 57. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Siiresince Belirlenen Ester Bilesikleri (ug/100g)

o Dep. Ornekler ANOVA
Bilesik Siir. Kiltir _ Dep.
(Giin) A B ¢ D E ilavesi Siir.
1 0,18+0,08 TE TE 0,07+0,03 0,20+0,12
Ethyl acetate 14 0,26+0,14 0,34+0,05 0,33+0,17 0,74+0,40 0,50+0,16 . .
28 0,07+0,00 0,62+0,36 0,41+0,12 0,43+0,13 0,55+0,24
42 1,69+0,49 2,86+1,01 0,36+0,18 0,34+0,01 0,53+0,20
1 TE 0,13+0,04 0,08+0,02 TE TE
Methyl butanoate -2 0,06+0,02 0,040,01 0,10+0,03 0,08+0,03 0,140,08 - -
28 0,06+0,00 0,12+0,03 0,09+0,05 0,06+0,01 0,10+0,03
42 0,12+0,05 0,07+0,01 0,07+0,01 0,07+0,02 0,11+0,04
1 0,10+0,04 0,08+0,03 0,08+0,03 0,07+0,02 0,19+0,07
2-Methyl-methyl 14 0,08+0,02 0,08+0,02 0,10+0,02 0,10+0,03 0,11+0,02 o
pentanoate 28 0,12+0,02 0,11+0,01 0,13+0,01 0,13+0,02 0,11£0,00
42 0,13+0,01 0,17+0,05 0,11+0,04 0,13+0,00 0,11£0,00
1 0,07+0,01 0,09+0,02 0,06=0,03 0,07+0,01 0,09+0,05
Ethyl hexanoate 14 0,09+0,02 0,07+0,02 0,10+0,02 0,10+0,01 0,10+0,02 i
28 0,08+0,00 0,10+0,00 0,09+0,01 0,11+0,01 0,10+0,01 *%
42 0,11+0,02 0,11+0,01 0,14+0,01 0,11+0,02 0,14+0,01
1 TE TE TE TE TE
Methyl 14 TE TE TE TE TE - -
octanoate 28 TE 0,03+0,00 0,04+0,02 TE 0,05£0,00
42 0,04+0,01 0,06+0,00 0,06+0,02 0,06+0,02 0,09+0,06
1 0,08+0,03 0,08+0,02 0,07+0,01 TE 0,10+0,03
1,1- Dimethyl 14 0,10+0,01 0,04+0,00 0,08+0,00 0,08+0,01 0,08+0,02 o
propyl hexanoate 28 0,05+0,00 0,07+0,01 0,07+0,00 0,07+0,01 0,06+0,00
42 0,07+0,01 0,07+0,01 0,10£0,04 0,07+0,01 0,07+0,00

*(p<0,05) diizeyinde 6nemli; ** (p<0,01) diizeyinde 6nemli



Diger ester bilesiklerinin (Methyl butanoate, 2-methyl-methyl pentanoate, ethyl
hexanoate ve 1,1- dimethyl propyl hexanoate) konsantrasyonlari agisindan 6rnekler arasinda
onemli farkliliklarin olmadigi ve depolama siiresince dalgalanmalar oldugu gozlenmistir. Li et
al. (2020) S. thermophilus, B. animalis ve L. plantarum suslarini kullanarak tirettikleri fermente
siitlerin toplam ester miktarinda 21 giinliik depolama periyodu boyunca artis ve azaliglar

oldugunu bildirmislerdir.

Terpenler

Terpenlerin; dogada, Ozellikle bitkilerin ugucu yaglarinin ana bilesenleri oldugu
(Dastager 2009), siit iirlinlerinde bulunan terpenlerin hayvanlar tarafindan tiikketilen otlardan
slite ve siitten de siit mamiillerine gectigi bildirilmistir (Bezerra et al. 2017). Dolayisiyla
terpenlerin fermente siit {irlinlerinde metabolik reaksiyonlar sonucu olusmadigi ve bu
bilesiklerin varliginin siit mamiiliiniin yapildigi cografi bolge ile iliskili oldugu ifade edilmistir
(Yilmaz, 2019). Fermente siit orneklerinde depolama siiresince farkli konsantrasyonlarda
sabinene, limonene, 1,8-cineole (eucalyptol) ve linalool tespit edilmistir (Tablo 58). Yapilan
bazi ¢alismalarda da limonene bilesiginin fermente siitlerde belirlendigi rapor edilmistir (Xu et

al. 2005; Min et al. 2020).
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Tablo 58. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Siiresince Belirlenen Terpen Bilesikleri (ng/100g)

Dep. Ornekler ANOVA
Bilesik Siir. Kiiltiir Dep.
(Giin) A B c D E ilavesi  Sin
1 0,91+0,31 TE TE TE TE
Sabinene 14 0,91+0,10 0,92+0,15 0,72+0,03 0,81+0,13 1,68+0,47 - -
28 0,72+0,06 1,28+0,21 0,94+0,12 0,91+0,30 0,99+0,13
42 1,10+0,29 1,02+0,05 0,79+0,31 0,91+0,21 1,19+0,09
1 TE TE TE TE 0,07+0,02
Limonene 14 0,24+0,15 0,24+0,11 0,30+0,22 0,40+0,24 1,11+0,19 - o
28 0,22+0,05 0,30+0,10 0,30+0,18 0,21+0,07 0,40+0,19
42 0,73+0,37 0,53+0,11 0,63+0,18 0,38+0,13 0,76+0,21
. 1 0,24+0,08 0,14+0,05 0,10+0,03 TE 0,07+0,02
18-Cineole 14 0,23+0,12 0,19+0,05 0,080,02 0,1720,00 0.162+0,04
(Eucalyptol) * ol
28 0,14+0,05 0,09+0,04 0,33+0,24 0,18+0,07 0,36+0,17
42 0,43+0,20 0,62+0,04 0,60+0,17 0,71+0,21 1,09+0,46
1 0,14+0,04 0,09+0,01 0,11+0,05 0,37+0,04 0,20+0,12
Linalool 14 0,39+0,14 0,28+0,13 0,1440,07 0,32+0,12 0,40+0,29 - -
28 0,21+0,11 0,31+0,09 0,40+0,11 0,27+0,13 0,56+0,27
42 0,68+0,12 0,65+0,10 0,76+0,23 0,84+0,28 1,23+0,63

*(p<0,05) diizeyinde dnemli; ** (p<0,01) diizeyinde 6nemli



Aldehitler

Aldehitler; genellikle amino asitlerin transaminasyon ve dekarboksilasyon reaksiyonlari
sonucu olusmakta, ayn1 zamanda doymamis yag asitlerinin oksidasyonu ile meydana gelen
hidroperoksitlerden de tiretilebilmektedir (Cheng 2010; Chen et al. 2017). Aldehitlerin nispeten
aktif kimyasal 6zelliklerinden dolay1 kolaylikla asit veya alkollere doniistiikleri, bu ylizden
fermente siitlerde gecici bilesikler olduklart bildirilmistir (Dan et al. 2019a). Bunun yani sira
hexanal, heptanal ve nonanal gibi diiz zincirli aldehit bilesiklerinin fermente siitlerde yaygin
olarak bulundugu ve c¢imensi/otsu aroma ile karakterize edildigi belirtilmistir (Beltran-

Barrientos et al. 2019; Dan et al. 2019a).

Fermente siit 6rneklerinde hexanal, heptanal, octanal ve nonanal olmak {izere dort adet
aldehit bilesigi tespit edilmis, depolama siiresince belirlenen aldehit bilesikleri varyans analizi
sonuglar ile birlikte Tablo 59°da sunulmustur. Varyans analizi sonuglarindan belirlenen tiim
aldehit bilesikleri tizerine kiiltiir ilavesinin etkisi ile depolama siiresince meydana gelen degisim
istatistiksel olarak onemli bulunmustur. Genel olarak tiim fermente siit orneklerinde aldehit
konsantrasyonlariin olduk¢a diisiik oldugu, bunula birlikte E 6rneginde belirlenen aldehit
konsantrasyonlarinin diger orneklere oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 59).
Aldehit bilesikleri igerisinde hexanal 6zellikle E 6rneginde depolamanin 14. giiniinde en yiiksek
konsantrasyonda tespit edilmistir. Benzer sekilde Dan et al. (2019a) yogurt starterlerine ilaveten
farkli oranlarda (1:1, 1:5, 1:10, 1:50, 1:100, 1:1000) L. plantarum P-8 susunu kullanarak
tirettikleri fermente siitlerde, aldehit bilesikleri arasinda en yiiksek konsantrasyonlarin hexanal
bilesigine ait oldugunu bildirmislerdir. Wang et al. (2021) ise kegi siitii kefirinde sadece iki adet
aldehit bilesigi (hexanal ve benzaldehyde) tespit ettiklerini ve toplam miktarlarinin %3’den
fazla olmadigini rapor etmislerdir. Bu durumun nedeni olarak aldehitlerin kararsiz ve hizlica
oksitlenebilen ara bilesikler oldugunu, bu yiizden diisiik konsantrasyonda kaldigini ifade

etmislerdir.

Fermente siit 6rneklerine ait aldehit bilesiklerinde depolama boyunca artis ve azalislar
oldugu tespit edilmistir. Bu durumun daha once de bahsedildigi iizere aldehitlerin kararsiz
bilesikler olmasi ve depolama siiresince diger ugucu bilesiklere (alkol veya asit) doniismesiyle
ile ilgili olabilecegi distiniilmektedir. Heptanal depolama giinlerinin tiimiinde sadece A
orneginde tespit edilememistir. Li et al. (2020) S. thermophilus, B. animalis ve L. plantarum
suslarini kullanarak tirettikleri fermente siitlerde total aldehit miktarinin 21 giinliik depolama
siiresince azaldigim1 ifade etmislerdir. Bagka bir calismada ise yogurt starter kiiltiirlerine
ilaveten L. plantarum K25 susunun kullanildigi fermente siitlere ait aldehit bilesiklerinde

depolama boyunca artis ve azalislar oldugu tespit edilmistir (Min et al. 2020).

112



elT

Tablo 59. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Siiresince Belirlenen Aldehit Bilesikleri (ng/100g)

Dep. Siir Ornekler ANOVA
Bilesik . s - p
(Giin) A B C D E Kiiltiir Ilavesi  Dep. Siir.
1 0,06+0,03 0,05+0,00 0,14+0,04 0,15+0,06 0,14+0,06
14 0,10+0,07 0,11+0,06 0,16+0,04 0,29+0,11 1,20£0,20
Hexanal *k *k
28 0,09+0,02 0,35+0,19 0,14+0,03 0,21+0,08 0,67+0,17
42 0,15+0,03 0,36+0,16 0,18+0,10 0,10+0,03 0,38+0,17
1 TE TE TE TE 0,04+0,01
14 TE TE 0,04+0,00 0,03+0,00 0,15+0,06
Heptanal kol ol
28 TE 0,05+0,00 0,05+0,01 0,09+0,03 0,11+0,09
42 TE 0,11+0,01 0,06+0,02 TE 0,17+0,00
1 0,07+0,02 0,06+0,01 TE TE 0,06+0,02
14 0,04+0,01 0,07+0,03 0,05+0,00 0,07+0,03 0,20+0,09
Octanal - *%
28 0,04+0,00 0,08+0,04 0,03+0,00 0,05+0,01 0,07£0,04
42 0,04+0,00 0,07+0,04 0,07+0,01 0,04+0,00 0,16x0,07
1 0,17+0,08 0,09+0,03 0,07+0,01 0,03+0,00 0,10+0,05
14 0,09+0,06 0,09+0,07 0,07+0,03 0,11+0,02 0,19+0,12
Nonanal okl *
28 0,07+0,01 0,12+0,02 0,08+0,02 0,10+0,05 0,12+0,04
42 0,08+0,03 0,11+0,01 0,12+0,03 0,08+0,00 0,30+0,05

*(p<0,05) diizeyinde 6nemli; ** (p<0,01) diizeyinde 6nemli



Diger bilesikler

Fermente siit 6rneklerinde depolama siiresince tespit edilen diger bilesikler varyans
analizi sonuglar1 ile birlikte Tablo 60°da verilmistir. Buna gére fermente siit 6rneklerinde
toluene, hydroxyurea, methanethiol, borane-methyl sulfide, methylene chloride, hexane,
dimethyl disulfide, 2,4-dimethyl undecane ve 3,7-dimethyl-1,3,6-octatriene olmak tizere 10
adet ucucu bilesik tespit edilmistir. Bu bilesikler arasinda hexane, hydroxyurea ve methylene

chloride yiiksek konsantrasyonlarda belirlenmistir.

Hidrokarbon bilesiklerinden olan toluene, hexane, 2,4-dimethyl undecane ve 3,7-
dimethyl-1,3,6-octatriene  fermente siit Orneklerinde tespit edilmistir. En yiiksek
konsantrasyonun hexane bilesigine ait oldugu, bu miktarin 6zellikle depolamanin 14. giiniinde
onemli derecede arttigi saptanmustir. Bir ¢alismada yogurt kiiltiirii ve L. plantarum P-8 susu
farkli oranlarda fermente siit liretiminde kullanilmis ve 6rneklerde farkli konsantrasyonlarda
hexane bilesigi tespit edilmistir (Dan et al. 2019a). Condurso et al. (2008) yogurt 6rneklerinde;
Dan et al. (2017) ise L. bulgaricus IMAU20401 susunun kullanildig1 fermente siitlerde toluene
bilesiginin tespit edildigini rapor etmislerdir. Hidrokarbon bilesiklerinin, algilama esik
diizeylerinin yliksek olmasi nedeniyle fermente siit {iriinlerinin aromasi {izerinde 6nemli
etkilerinin olmadig1 ve temel aroma bilesigi olarak kabul edilmedigi 6ne siiriilmektedir (Li et
al. 2020; Zhou et al. 2021). Ancak belli konsantrasyonlarda olduklar1 zaman fermente siitlere
daha dolgun bir tat verdikleri bildirilmistir (Dan et al. 2019a). Li et al. (2020) S. thermophilus,
B. animalis ve L. plantarum suslarini kullanarak trettikleri fermente siitlerde, depolama
periyodu sonunda en fazla bulunan bilesik grubunun hidrokarbonlar oldugunu belirtmislerdir.
Farkli LAB’ larin kullanildig1 bir ¢alismada ise L. helveticus’un bulundugu fermente kegi
stittinde hidrokarbon miktarinin arttigi bildirilmistir (Muelas et al. 2018).

Diger bilesikler arasindan hydroxyurea ve methylene chloride konsantrasyonlarinin
daha yiiksek oldugu, ancak depolama siiresince genel olarak Onemli Olgiide degismedigi
gozlenmistir. Methanethiol, borane-methyl sulfide ve dimethyl disulfide konsantrasyonlari
acisindan ise Ornekler arasinda onemli derecede farkliliklarin bulunmadigi saptanmustir.
Yapilan bir ¢alismada L. casei GBHM-21 susunun bulundugu farkli yag oranlarina sahip
fermente siitlerde dimethyl disulfide bilesiginin sadece bir 6rnekte tespit edildigi bildirilmistir.
Nispeten diisiik seviyelerde kalsalar da bu tiir bilesiklerin fermente siitlerin aromasinda 6énemli

rol oynadiklari belirtilmistir (Bao et al. 2016).
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Tablo 60. Fermente Siit Orneklerinde Depolama Siiresince Belirlenen Diger Bilesikler (ug/100g)

Dep. Ornekler ANOVA
Bilesik Siir. Kiiltiir Dep.

(Giin) A B c D E favesi  Sin
1 0,81+0,17 0,92+0,21 1,37+0,43 1,46+0,70 1,46+0,57

Hydroxyurea 14 0,95+0,35 1,28+0,62 1,18+0,49 1,24+0,40 1,55+0,29 o o
28 1,04+0,35 TE 1,36+0,14 1,52+0,49 1,53+0,40
42 1,74+0,56 TE TE TE 1,38+0,10
1 1,20+0,55 0,63+0,20 TE TE 0,39+0,15

Methanethiol 14 0,42+0,13 0,43+0,18 0,39+0,13 0,53+0,27 0,59+0,12 o
28 TE 0,61+0,27 0,41+0,08 0,48+0,24 0,49+0,16
42 TE 0,38+0,02 0,32+0,02 0,43+0,11 0,63£0,20
1 0,39+0,15 0,35+0,13 0,25+0,07 0,31+0,05 0,32+0,11

Borane-methyl sulfide 14 0,24+0,03 0,29+0,11 0,34+0,01 0,27+0,04 0,33+0,06
28 0,36+0,06 0,35+0,15 0,3140,05 0,30+0,10 0,31+0,04 i i
42 0,26+0,07 0,35+0,11 0,18+0,03 0,33+0,04 0,35+0,03
1 0,56+0,07 0,36+0,22 0,52+0,22 0,86+0,43 1,53+0,61

Methylene chioride - 1,27+0,54 2,15+1,05 1,45+0,24 2,01+0,76 3,75¢1,42 - -
28 1,38+0,22 1,33+0,18 1,16+0,08 1,53+0,87 0,89+0,26
42 1,50+0,38 1,67+£0,79 1,33+0,37 1,68+0,69 1,25+0,32
1 2,81+1,17 0,43+0,08 0,52+0,25 2,77+1,21 8,65+2,02

Hexane 14 8,88+5,53 5,70+1,55 10,13+£9,35 11,34+6,20 13,97+£9,72 i .
28 5,64+1,89 10,74+9,89 4,83+0,74 4,66%+1,29 4,51+1,50
42 6,13+0,59 5,66+1,45 4,95+1,28 5,46+0,83 7,40+0,52
1 TE TE TE TE 0,06=0,01

Dimethyl disulfide 14 0,07+0,03 0,07+0,02 0,11+0,06 0,07+0,04 0,08+0,03 .
28 0,07+0,01 0,07+0,02 0,05+0,02 0,09+0,00 0,07+0,04
42 0,07+0,04 0,09+0,06 0,04+0,02 0,13+0,06 0,13+0,05




oTT

Tablo 60. (devam)

2.4-Dimethyl 1 0,03£0,01 0,03+0,00 0,03£0,01 TE TE
undecane 14 0,03£0,00 0,06+0,03 0,02+0,00 0,04+0,00 0,05+0,02 o o
28 0,02+0,00 0,04+0,00 0,04+0,00 0,05+0,03 0,01£0,00
42 0,02+0,00 0,06+0,01 0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00
1 TE TE TE TE TE
3,7-Dimethyl- 14 TE TE TE TE TE . .
1,3,6-octatriene 28 TE TE 0,02+0,00 TE 0,03+0,00
42 0,03+0,01 0,02+0,00 0,03+0,01 0,04+0,00 0,07+0,00
1 0,14+0,00 0,09+0,04 0,17+0,11 0,09+0,05 0,11+0,05
Oxime-methoxy 14 0,13+0,04 0,14+0,11 0,19+0,08 0,09+0,02 0,09+0,05 .
phenyl 28 0,10+0,02 0,09+0,07 0,09+0,05 0,17+0,03 0,09+0,06
42 0,18+0,08 0,03+0,02 0,09+0,03 0,06+0,01 0,05+0,03
1 0,05+0,01 0,03+0,00 0,05+0,01 0,16+0,01 0,16+0,10
Toluene 14 0,18+0,07 0,27+0,15 0,14+0,07 0,35+0,13 0,27+0,13 - *x
28 0,09+0,06 0,21+0,04 0,15+0,08 0,18+0,08 0,12+0,06
42 0,37+0,17 0,23+0,11 0,25+0,14 0,26+0,05 0,29+0,12

*(p<0,05) diizeyinde 6nemli; ** (p<0,01) diizeyinde 6nemli



Fermente Siit Orneklerine Ait Duyusal Analiz Sonuclar1

Depolama siiresince fermente siit 6rneklerinin duyusal 6zelliklerinde meydana gelen
degisimler panelistler tarafindan degerlendirilmis, duyusal degerlendirme sonucunda yapilan
puanlama Tablo 61°de, duyusal analiz parametrelerine ait varyans analizi sonuglar1 ise Tablo
62’ de verilmistir. Panelistler tarafindan fermente siit 6rneklerinin renk-goriiniis, yapi-tekstiir,
koku,

degerlendirilmistir.

tat-aroma, asitlik, yabanci tat-aroma ve genel kabul edilebilirlik o6zellikleri

Tablo 61. Fermente Siit Orneklerinin Duyusal Analiz Sonuglar

Duyusal [S)ﬁf Ornekler
Parametreler (Giin) A B C D E
1 8,45+0,082BC  833+0,19%C0 8 75+0,28%A  8,62+0,08%"B  8,17+0,00%P
Renk ve 14 8,16+0,19%C 8 58+0,09%A 8,21£0,20%BC  §,37+0,25%ABC 8 49+(0,230A8
Goriiniis 28 8,500,003~  8,3740,25%A 8,25+0,28%A  8,37+0,25%A 8,50+0,00%4
42 8,25+0,09%8  8,08+0,09*C 8,250,098 8,12+0,08"BC 8,58+0,092A
1 7,91£1,058A  7,67+0,57%A 7,750,663~  7,75+0,28%A 7,41+0,090A
Yapi ve 14 7,25£0,48%A  7,25+0,28%A 7,500,194~ 7,17+0,57%A 7,500,384
Tekstiir 28 7,75£0,28%A  7,83+0,19%A 8,08+0,09%A  7,33+0,38%B 8,00+0,002A
42 7,41£1,258A  7,58+0,28%A 7,91£0,09%A  7,66+0,23>A 7,500,194
1 8,25+0,282A  8,35+0,172A 8,25+0,28%A  8,35+0,17>A 8,25+0,282A
Koku 14 8,05£0,192A  8,15+0,522A 8,25+0,29%A  8,37+0,25%A 8,07+0,292A
28 8,25+0,282A  8,15+0,40%A 8,37+0,25*A  8,00+0,00°A 8,25+0,28%A
42 7,95+£0,282C  8,10+0,11*ABC 8 25+0,05%A8 8 35+0,17%A 8,00:+0,00%BC
1 7,66£0,38%A  8,10+0,463A 8,15+0,40%A  8,25+0,05%A 8,200,464
Tat ve 14 7,55+0,28%8  §8,12+0,373A 7,85+0,173A8  8,12+0,15*4 8,000,004
Aroma 28 7,90+0,46%8  8.25+0,28%A8 8,25+0,293AB 8 25+0,05%A8 8,65+0,173A
42 7,85+0,173A  7,85+0,17%A 8,00+£0,34%A  7,75+0,280A 8,000,004
1 8,15+0,172A  7,45+0,86*8 8,50+0,34*A  8,20+0,00" 8,10+0,112A
Asitlik 14 7,90+£0,112A  7,.40+0,1128 8,00+0,34>A  7,30+0,57°8 7,75+0,050A8
28 7,82+0,23%A  7,40+0,11%B 7,50+0,00%8  7,25+0,28"B 7,50+0,01¢8
42 7,27+0,20%8  6,87+0,15%C 7,75+0,28%A  6,85+0,17>C 6,90+0,114C
1 8,66+0,19A  8,50+0,19%A 8,66+0,20%"  8,58+0,09%A 8,58+0,102A
Yabana Tat 14 8,50+0,38%~  8,50+0,19%A 8,66+0,19*~  8,50+0,002A 8,41+0,0920A
ve Aroma 28 8,50+0,00*~  8,50+0,00%A 8,41£0,16*~  8,25+0,28PA 8,33+0,19>A
42 8,58+0,092A  8,58+0,09%A 8,58+0,09*A  8,21+0,20°8 8,58+0,092A
1 8,00+0,57*A 7,650,404 8,35+0,63%A  8,15+0,17%A 8,00+0,345A
E:QZ‘I 14 7.85£017%A  725:028b8  B10+046%A  7.50+0,57%AB 7,550 28¢AB
Edilebilirlik 28 7,750,282 7,85+0,17*BC  825+0,28%48  7,97+0,3728BC 8,40+0,112A
42 7,95+0,282A  7,85+0,17%A 8,40+0,69*~  8,00+0,47%A 8,2540,05%A

abe; Ayni siitunda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.
ABC : Ayni satirda iistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden p<0,05 diizeyinde farklidir.

117



Tablo 62. Fermente Siit Orneklerinin Duyusal Parametrelerine Ait Varyans Analiz Sonuglari

F degeri

Varyasyon Y

Kayn:‘l SD Renkve Yapive Koku Tat ve Asitlik _:_l:ta\lll:l Genel Kabul

ynas Goriiniis  Tekstiir Aroma Edilebilirlik

Aroma

Kiiltiir 4 080 0,97 1,17  584*  1341**  331* 5,81**
ilavesi (A)
Depolama 3 5,09** 3,31* 1,29  6,60**  3577** 4,54** 5,72**
siiresi (B)
AxB 12 5,78** 0,66 0,93 1,11 2,23* 1,29 0,81
Hata 60
Genel 80

*(p<0,05) diizeyinde dnemli; ** (p<0,01) diizeyinde 6nemli
Renk ve goriiniis

Fermente siit 6rneklerinin panelistler tarafindan verilen renk ve goriiniis puanlar1 Tablo
61°de verilmistir. ilgili tabloya gore, en yiiksek renk ve goriiniis puami (8,75) depolamanin 1.
giiniinde C orneginde, en diisiik puan (8,08) ise depolamanin 42. giiniinde B 6rneginde tespit
edilmistir. Varyans analizi sonuglarina gore renk ve goriiniis puanlari {izerine depolama siiresi
ve depolama siiresi X kiiltlir ilavesi interaksiyonunun etkisi p<0,01 diizeyinde Onemli
bulunurken, kiiltiir ilavesinin etkisi istatistiksel olarak énemli bulunmamaistir (p>0,05) (Tablo
62). Fermente siit 6rneklerinin renk ve goriiniis puanlari tizerine kiiltiir ilavesi x depolama siiresi
interaksiyonunun etkisine ait grafik ise Sekil 29’da verilmistir. Elde edilen sonug¢lardan
fermente siitlerin renk ve goriiniis puanlar tizerinde farkl kiiltiir kombinasyonlarinin bir etkisi
olmadig1 sdylenebilir. Depolama siiresince ise renk ve gorliniise ait puanlarda dalgalanmalar
goriilmekle birlikte; cok dnemli sayilabilecek bir degisim gozlenmemistir. Benzer sekilde El-
Fattah et al. (2018) ticari yogurt kiiltiirii ve farkli LAB suslarinin (L. cremoris, L. lactis, L.
helveticus Lh-B ve L. rhamnosus B-1445) bulundugu fermente siitlerde depolama boyunca
gorliniis puanlar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmadigini bildirmislerdir. Farkli
probiyotik suslar (L. rhamnosus GG KCTC 12202BP, L. plantarum NK181, L. delbrueckii
KU200171) ve kontrol olarak ticari yogurt kiiltiiriiniin kullanildig1 bir ¢alismada ise probiyotik
yogurt ornekleri ile kontrol 6rnegine ait renk puanlarinin benzer oldugu bildirilmistir (Kim et

al. 2021).
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Sekil 28. Fermente siit 6rneklerinin renk ve goriinilis puanlari izerine kiiltiir ilavesi x
depolama siiresi interaksiyonunun etkisi

Sekil 29 incelendiginde depolama siiresince A, B, C orneklerinin renk ve goriiniis
puanlarinda dalgalanmalar goriilmektedir. D 6rneginin renk ve goriinilis puanlarinda azalma

goriiliirken, E 6rneginde ilgili puanlarin arttig1 gézlenmistir.

Yapi ve tekstiir

Fermente siit Orneklerinin yapi ve tekstiir puanlarna ait sonuglar Tablo 61’de
verilmigtir. Buna gore, en yliksek yap1 ve tekstiir puani (8,08) depolamanin 28. giiniinde C
orneginde, en diisiikk puan (7,17) ise depolamanin 14. giinlinde D 6rneginde tespit edilmistir.
Varyans analizi sonuglaria gore yap1 ve tekstiir puanlarina depolama siiresinin etkisi p<0,05
diizeyinde o©nemli bulunurken, Kkiiltiir ilavesi ve depolama siiresi X kiiltiir ilavesi
interaksiyonunun etkisi istatistiksel olarak onemli bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 62).
Depolamanin 28. giinii haricinde yap1 ve tekstiir puanlari agisindan 6rnekler arasinda farkliligin
bulunmadigi ve E 6rnegi disindaki 6rneklerin yapi ve tekstiir puanlarinin depolama siiresinceKi
degisimlerinin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 tespit edilmistir. Benzer olarak Lee et al.
(2010) L. plantarum LHBS55 susunun kullanildigi yogurtlarda tekstiir degerlerinin kontrol

yogurdu ile benzer oldugunu rapor etmislerdir.

Koku

Fermente siit 6rneklerinin koku puanlarinda depolama siiresince goriilen degisim Tablo
61’de verilmistir. Buna gore; en diisiik koku puani (7,95) A 6rnegine depolamanin 42. giiniinde,
en yiksek koku puani (8,37) ise C ornegine depolamanin 28. giiniinde ve D Ornegine

depolamanin 14. giiniinde verilmistir. Varyans analizi sonug¢larindan fermente siit 6rneklerinin
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koku puanlari iizerine kiiltiir ilavesinin, depolama stiresinin ve kiiltiir ilavesi x depolama siiresi
interaksiyonunun etkisinin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi belirlenmistir (p>0,05) (Tablo
62). Fermente siit drneklerinin depolamanin 42. giinii disinda koku puanlarinin birbirine benzer
oldugu goézlenmistir. Depolama siiresince ise koku puanlarinda artis ve azaliglar olmasina
ragmen degisimlerin genelde istatistiksel olarak 6nemli olmadigi saptanmistir. Shan et al.
(2015) L. plantarum NDC75017 ve yogurt kiiltiiriiniin bir arada kullanildig1 rnekler ile sadece
yogurt kiiltiiriiniin kullanildig1 kontrol 6rnegi arasinda koku agisindan Onemli farkliliklar

bulunmadigini ifade etmislerdir.

Tat ve aroma

Fermente siit 6rneklerine ait tat ve aroma puanlar1 Tablo 61°de sunulmustur. flgili
tablodan goriildiigii tizere panelistler tarafindan en diisiik tat ve aroma puani (7,55) A 6rnegine
depolamanin 14. giinilinde, en yiiksek tat ve aroma puani (8,65) ise E 6rnegine depolamanin 28.
giiniinde verilmistir. Varyans analizi sonuglarina gore tat ve aroma puanlarina kiiltiir ilavesi ve
depolama siiresinin etkisi p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Depolama siiresi X kiiltiir
ilavesi interaksiyonunun etkisi ise istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p>0,05) (Tablo
62). Tat ve aroma puanlarinin tiim 6rneklerde depolamanin 1. giiniinde benzer oldugu, 14. ve
28. glinlerde en diisiik puanlarin A drnegine verildigi, 42. giinde ise tiim 6rneklerin benzer tat
ve aroma puanlarina sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan bir calismada L. brevis ATCC 14869
ve L. brevis KU200019 suslarinin bulundugu yogurtlarda aroma puanlarinin kontrol yogurdu
ile benzer oldugu bildirilmistir (Kariyawasam et al. 2021). et al. (2009) ise yogurt kiiltiirii ile
fermente edilen deve siitlerinin tat puanlarinin farkli LAB suslar1 (L. acidophilus, L. bulgaricus,
L. lactis, S. thermophilus) ile fermente edilenlere kiyasla 6nemli derecede yiiksek oldugunu
belirtmislerdir. Yogurt ve benzeri fermente siitlerde tat-aroma fermantasyon ve depolama
sirasinda LAB tarafindan tretilen laktik asit ve diger aroma bilesiklerinden etkilenmektedir.
Mevcut sonuglardan ¢ok biiyiik farkliliklar olmamakla birlikte 6zellikle B, D ve E 6rneklerinin
tat ve aroma acisindan daha fazla begenildigi sOylenebilir. S6z konusu 6rneklerde kullanilan
kiiltiir kombinasyonlarinin proteoliz diizeyleri ile ugucu aroma bilesiklerinin olugumuna
katkida bulunduklar1 ve bu durumun da tat ve aroma puanlarina yansidigi diisiiniilmektedir.
Diger 6rneklerin de (A ve C) tat ve aroma puanlarinin yiiksek oldugu, fermente siitlerin
tiretiminde kullanilan tiim bakteri kombinasyonlarinin tat ve aromayr olumsuz etkilemedigi
goriilmektedir. Nitekim bazi LAB suslarinin siitiin yapisini degistirdigi ve yogurtlarda

istenmeyen tat ve koku olusumuna yol actig1 belirtilmistir (Hekmat and Reid 2006).
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Asitlik

Fermente siit drneklerine panelistler tarafindan verilen asitlik puanlari Tablo 61°de
sunulmustur. En yiiksek asitlik puani (8,50) depolamanin 1. giiniinde C 6rneginde, en diisiik
puan (6,85) ise depolamanin 42. giinlinde D orneginde tespit edilmistir. Varyans analizi
sonuclarina gore asitlik puanlari lizerine depolama siiresi ve kiiltiir ilavesinin etkisi p<0,01
diizeyinde, depolama siiresi X kiiltiir ilavesi interaksiyonunun etkisi ise p<0,05 diizeyinde
onemli bulunmustur (Tablo 62). Fermente siit drneklerinin asitlik puanlari tizerine kiiltiir ilavesi

X depolama siiresi interaksiyonunun etkisine ait grafik Sekil 30’da verilmistir.

Fermente siit Orneklerine ait asitlik puanlari arasinda depolama siiresince bazi
farkhiliklarin bulundugu, genel olarak A ve C 6rnegine verilen asitlik puanlarinin daha yiiksek
oldugu goriilmektedir. Asitlik puanlar1 arasindaki farkliliklarin =~ kullanilan ~ kiiltiir
kombinasyonlarimin farkliligindan kaynaklandig diigiiniilmektedir. Nitekim A ve C 6rneklerine
ait pH degerlerinin daha yiiksek oldugu ve bu durumun duyusal analiz sonuglarina da yansidigi
goriilmektedir (Tablo 17). Depolama siiresince tiim 6rneklerde asitlik puanlarinda diistis oldugu
belirlenmis, bu durumun titrasyon asitliginin artisina bagh olabilecegi kanisina varilmustir.
Nitekim pH’nin birgok duyusal parametre lizerinde etkili oldugu, 6zellikle pH’da 0,4’liik bir
farkin asitlik ve tat-aromay1 6nemli 6l¢giide etkiledigi bildirilmistir (Ott et al. 2000). Ranadheera
et al. (2016) L. acidophilus LA-5, B. animalis subsp. lactis BB-12 ve Propionibacterium
jensenii 702 suslarmin kullanildigi fermente siit iceceklerinde depolama sonunda ¢ogu duyusal
parametreye ait puanlarin distiigiinii ve bu durumun Orneklerdeki asitlik artisindan

kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir.

5 = 1. giin
4 14. giin
3 m 28. giin

Asitlik Puanlari

2 m42. giin

A B C D E
Kiiltiir Tlavesi

Sekil 30. Fermente siit 6rneklerinin asitlik puanlari iizerine kiiltiir ilavesi X depolama siiresi
interaksiyonunun etkisi
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Sekil 30 incelendiginde fermente siit Orneklerinin tiimiinde asitlik puanlarinin
depolamanin sonunda 1. giine gore azaldig1 goriilmektedir. A, B, D ve E 6rneklerinin asitlik
puanlarinda depolama boyunca azalma, C 6rneginin s6z konusu puanlarinda ise dalgalanmalar

oldugu belirlenmistir.

Yabanci tat ve aroma

Fermente siit 6rneklerine ait yabanci tat ve aroma puanlarinin 8,21 ile 8,66 arasinda
degistigi belirlenmistir (Tablo 61). Varyans analizi sonuglarina gore yabanci tat ve aroma
puanlarma Kkiiltiir ilavesinin etkisi p<0,05 diizeyinde, depolama siiresinin etkisi p<0,01
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Depolama siiresi X kiiltiir ilavesi interaksiyonunun etkisi ise
istatistiksel olarak onemli bulunmamuistir (p>0,05) (Tablo 62). Yabanci tat ve aroma agisindan
fermente siit ornekleri arasinda 42. giin disinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamais,
depolama siiresince ise D ve E 6rnekleri disinda 6nemli derecede bir degisim kaydedilmemistir.
Mevcut sonuglardan fermente siit 6rneklerinin tiretiminde starter olarak kullanilan bakterilerin
herhangi bir yabanci tat ve aroma olusumuna neden olmadigi sdylenebilir. Zedan et al. (2021)
yogurda maya, kiif veya psikrotrofik bakterilerin kontaminasyonunun ve uygun olmayan
depolama kosullarmin aroma ile diger organoleptik parametrelerde arzu edilmeyen

degisikliklere yol ac¢tigini bildirmislerdir. Ayrica yiiksek miktarda stabilizator kullaniminin da
yogurtlarda yabanci tat ve aromaya sebep oldugu ifade edilmistir (Jasim et al. 2018).

Genel kabul edilebilirlik

Genel kabul edilebilirlik; tat, koku, yap1 ve tekstiir gibi 6zelliklerin timiinii kapsamakta
ve yogurt/benzeri fermente siitlerin duyusal degerlendirilmesinde 6nem arz etmektedir.
Fermente siit orneklerine panelistler tarafindan verilen genel kabul edilebilirlik puanlarinin
7,25-8,40 arasinda degistigi goriilmektedir (Tablo 61). Varyans analizi sonuglarindan genel
kabul edilebilirlik puanlari izerine kiiltiir ilavesi ve depolama siiresinin etkisi p<0,01 diizeyinde
onemli bulunurken, depolama siiresi X kiiltiir ilavesi interaksiyonunun etkisi istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir (p>0,05) (Tablo 62). Genel kabul edilebilirlik puanlari agisindan
ornekler arasinda farkliliklarin bulundugu, 6zellikle depolama siiresince C, D ve E 6rneklerinin
panelistlerden daha yiiksek puanlar aldigi goriilmektedir. Mevcut sonuglardan farkli kiiltiir
kombinasyonlarit kullaniminin tiiketici begenilirligi iizerinde herhangi bir olumsuz etki
yaratmadig1, hatta olumlu etkiledigi sdylenebilir. Ozellikle D ve E drneklerinin iiretiminde bir
arada kullamilan L. helveticus DPC 4571 ile L. casei ATCC 334 suslarinin
proteolitik/pepdiolitik aktivitesi sonucu lezzet ve tekstiir iizerine olumlu etkide bulunmasi s6z

konusu orneklerde genel kabul edilebilirlik puanlarinin daha yiiksek olmasinin nedeni olarak
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distintilebilir. Giiler-Akin (2005) probiyotik kiiltiir igeren bio-yogurtlarin duyusal puanlarinin
sadece yogurt kiiltiirii iceren 6rneklerin puanlarina kiyasla daha yiiksek oldugunu belirtmistir.
Li et al. (2013b), L. casei ASTI8 susunun yogurt iiretiminde kullaniminin duyusal
parametreleri 6nemli derecede etkilemedigini bildirmisdir. Shan et al. (2015) ise L. plantarum
NDC75017 ve yogurt kiiltiiriiniin birlikte kullanildig1r 6rnekler ile kontrol yogurdu arasinda

genel kabul edilebilirlik agisindan 6nemli farklilik olmadigini rapor etmislerdir.
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SONUC VE ONERILER

Bu calismada GABA ve biyoaktif peptitler agisindan dogal olarak zenginlestirilmis, bazi
metabolik hastaliklari koruyucu nitelikte yogurt benzeri fonksiyonel fermente bir siit iiriiniiniin
iiretilmesi amaglanmistir. Bu amagla 6ncelikle yogurt ve kefir danelerinden daha once izole
edilmis ve genetik yontemlerle tanis1 yapilmis toplam 422 adet LAB susu GABA {iretme
yetenegi agisindan taranmistir. Ancak yogurt ve kefir izolatlarindan GAD genine sahip suslarin
tespit edilememesi nedeniyle GAD aktivitesine sahip oldugu belirlenmis peynir izolat1 (L.
plantarum 156) ile ¢calismaya devam edilmistir. Ardindan L. plantarum 156 susu, proteolitik
aktiviteye sahip olan L. helveticus DPC 4571, L. casei ATCC 334 suslari ve istenilen jel yapiy1
olusturmak amaciyla S. thermophilus 20S4 susu yogurt benzeri fermente siit tiretiminde starter

kiiltiir olarak farkli kombinasyonlarda kullanilmigtir.

I. Grup (A) fermente siit tiretiminde S. thermophilus 20S4, L. plantarum 156 ve L. casei
ATCC 334; Il. Grup (B) fermente siit iiretiminde S. thermophilus 20S4, L. plantarum 156 ve
L. helveticus DPC 4571, 11l. Grup (C) fermente siit tiretiminde S. thermophilus 20S4 ve L.
plantarum 156; 1V. Grup (D) fermente siit tiretiminde S. thermophilus 20S4, L. plantarum
156, L. casei ATCC 334 ve L. helveticus DPC 4571; son olarak V. Grup (E) fermente siit
tiretimde S. thermophilus 20S4, L. casei ATCC 334 ve L. helveticus DPC 4571 suslar
kullanilmistir. Fermente siit 6rnekleri 2 tekerriirlii olarak tiretilmis ve tiim 6rnekler +4+1 °C’ de
42 giin stireyle depolanmistir. Depolamanin 1., 14., 28. ve 42. giinlerinde fermente siitlerin bazi
fizikokimyasal, mikrobiyolojik, duyusal 6zellikleri ile GABA ve serbest amino asit miktari,
ucucu bilesen ile peptid profili, depolama siiresince olusan peptitlerin ACE—inhibitor,
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Bu arastirma sonucunda asagida

belirtilen bulgular elde edilmis ve oneriler yapilmistir.

1. Ev yapimi1 yogurt (264 izolat) ile kefir danelerinden (158 izolat) izole edilen toplam
422 LAB susu GAD geninin varlig1 agisindan taranmis, taranan suslarin hi¢birinde GAD geni
tespit edilememis, dolayisiyla GABA iiretim yetenegine sahip olmadiklar1 belirlenmistir.
Taranan izolat sayis1 dikkate alindiginda her susun GAD aktivitesine sahip olmadigi, GABA
tiretim aktivitesinin susa bagli olarak degisiklik gosterdigi ve az sayida susun GABA
tiretebildigi sonucuna varilmistir. Bu nedenle farkli fermente gidalardan daha fazla sayida LAB

susunun GABA iiretimi agisindan degerlendirilmesinin 6nemli oldugu distiniilmiistiir. Aym
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zamanda GABA’nin biyoteknolojik yontemlerle daha fazla iiretimine yonelik arastirmalarin

yapilmasinin da faydali olabilecegi kanaatine varilmistir.

2. Kimyasal bilesim ac¢isindan fermente siitler arasinda onemli farkliliklarin
bulunmadigi, genel olarak kuru madde, protein ve yag igeriklerinin benzer oldugu ve depolama
stiresince ¢ok onemli bir degisim sergilemedigi belirlenmistir. Mevcut sonuglardan fermente
stitlerin tiretiminde kullanilan tim kiiltiir kombinasyonlarinin kimyasal kompozisyon iizerinde
etkili olmadig1 kanaatine varilmistir. Bununla birlikte kullanilan kiiltiirlerin asitlik olusumu
tizerindeki etkilerinin farkli oldugu, 6zellikle B, D ve E kiiltiir kombinasyonlari ile iiretilen
orneklerin asitlik degerlerinin daha yiiksek, pH degerlerinin ise daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Aym1 zamanda Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’nde (Anonim
2009) ise titrasyon asitligi degerlerinin (laktik asit olarak agirlikga %) %0,6-1,5 araliginda
olmasi gerektigi belirtilmis, bu agidan degerlendirildiginde fermente siit 6rneklerinin tiimiiniin

asitlik degerleri bakimindan ilgili teblige uygun oldugu tespit edilmistir.

3. Farkli kiiltiir kombinasyonlar1 kullaniminin fermente siit orneklerinin serum
ayrilmasi ve viskozite degerlerini 6nemli diizeyde etkilemedigi, serum ayrilmasi degerlerinin
depolamanin 28. giine kadar azaldigi, viskozite degerlerinin ise genel olarak 28. giine kadar

artis gosterdigi belirlenmistir.

4. Mikrobiyolojik analiz sonuglari degerlendirildiginde; MRS agarda gelisen mezofil
ve termofilik bakteri sayilar1 agisindan fermente siit 6rnekleri arasinda farkliliklarin bulundugu,
MRS agarda gelisen mezofilik LAB sayilarinin L. casei ATCC 334 susunu iceren A, D ve E
orneklerinde 6nemli derece yiiksek oldugu, buna karsilik termofil LAB sayilarinin ise
termofilik bir bakteri olan L. helveticus DPC 4571 igermeyen A ve C o6rneklerinde 6nemli
derece diisiik sayillarda bulundugu belirlenmistir. MRS agarda gelisen mezofilik LAB
sayilarinin depolama boyunca C orneginde azaldigi, diger orneklerde ise hafif artig/azaliglar
olmakla birlikte bakteri sayilarinin genel olarak stabil kaldig: tespit edilmistir. MRS agarda
gelisen termofilik LAB popiilasyonunun ise depolama siiresince genel olarak azalma
egiliminde oldugu belirlenmistir. Fermente siit 6rneklerinin M-17 agarda gelisen LAB
sayilarinin genel olarak benzer oldugu ve depolama siiresince ¢ok Onemli bir degisim
sergilemedigi tespit edilmistir. Mevcut sonuclardan starter kiiltiir olarak kullanilan tiim
bakterilerin fermente siitlerde yiiksek oranlarda canliliklarini koruduklart ve saglik iizerine
olumlu etkileri olan biyoaktif bilesenlerin olusumuna katkida bulunduklari kanaatine

varilmistir.

5. Fermente siit Orneklerine ait RP-HPLC kromatogramlart incelendiginde;

depolamanin bagindan itibaren pik yiiksekliklerinde daha belirgin olmak tizere hem pik
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cesitliligi hem de yiikseklikleri agisindan farkliliklarin bulundugu belirlenmistir. Kullanilan
kiiltiir kombinasyonlarinin peptid olusumunu etkiledigi, ozellikle B, D ve E Kkiiltiir
kombinasyonlarinin daha fazla proteolitik aktivite gosterdigi, buna bagl olarak s6z konusu
kombinasyonlarla iiretilen fermente siitlerde daha fazla sayida ve yiikseklikte pik olustugu
tespit edilmistir. Depolama siiresince fermente siitlerde genel olarak pik yiiksekliklerinin artis
gosterdigi, bununla birlikte amino asit olusumuna bagl olarak bazi pik yiiksekliklerinin ise

azaldig1 belirlenmistir.

6. Peptid ekstraklarinin ACE inhibisyon aktivitesi iizerine fermente siitlerin tiretiminde
kullanillan kiiltir kombinasyonlarmnin etkili oldugu, sadece S. thermophilus 20S4 ve L.
plantarum 156 suslar ile iiretilen C 6rneginde ACE inhibitor aktivitenin belirgin derecede
diisiik oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte 6zellikle depolama sonunda L. helveticus DPC
4571 ve L. casei ATCC 334 suslarinin bir arada kullanildig1 D ve E 6rneklerinden elde edilen
peptid ekstraktlarimin gii¢lit ACE inhibisyon aktivitesi gosterdikleri belirlenmistir. 1C50
degerleri agisindan da fermente siit Ornekleri arasinda istatistiksel olarak farkliliklarin
bulundugu, daha diisiik % ACE inhibitor aktivitesine sahip olan C drneginde IC50 degerinin
daha yiiksek, buna karsilik % ACE inhibitor aktivitesinin daha yiiksek oldugu E 6rneginde ise
IC50 degerlerinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Ozellikle L. helveticus DPC 4571 ve L.
casei ATCC 334 suslarinin bir arada kullaniminin tek baslarina kullanimina oranla ACE
inhibitorii peptitlerin  olusumunu arttirdigr belirlenmistir. ACE inhibitér peptitlerinin
tanimlanmasimim O6nemli oldugu ve in-vivo/in-vitro ortamda antihipertansif etkilerinin

incelenmesine yonelik detayli arastirmalarin yapilmasinin faydali olacagi kanaatine varilmigtir.

7. Peptid ekstraklarinin antioksidan aktivitelerine iliskin % inhibisyon degerleri
acisindan fermente siit 6rnekleri arasinda ¢ok biiyiik farkliliklarin bulunmadigi, bununla birlikte
% inhibisyonun E oOrneginde biraz daha yiiksek diizeyde gergeklestigi belirlenmistir.
Antioksidan aktiviteye ait % inhibisyon degerlerinin 6rneklerin tiimiinde depolamanin 28.
giinlinde azaldig1, depolamanin sonunda ise D 6rnegi hari¢ diger 6rneklerde arttigi gézlenmistir.
Depolama siiresince peptid ekstraklarinin IC50 degerlerinde % inhibisyona bagli olarak
dalgalanmalarin meydana geldigi, s6z konusu degerlerin depolamanin 14. giiniinde genel olarak
azaldigy, 28. giinde artis gosterdigi, 42. giinde ise D 6rnegi disinda tekrar azaldigi belirlenmistir.
Fermente siit 6rnekleri arasinda en diisiik IC50 degeri ise en yiiksek % inhibisyon degerinin

belirlendigi E 6rneginde tespit edilmistir.

8. Farkli kiiltiir kombinasyonlari ile iiretilen fermente siit 6rneklerinden elde edilen
peptid ekstraklariin S. aureus ATCC 29213’¢ kars1 farkli diizeylerde antimikrobiyal aktivite

gosterdigi, ozellikle A ve E orneklerinde baslangigta negatif olan % inhibisyon degerlerinin
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depolamanin ilerleyen giinlerinde pozitif oldugu ve 6nemli derecede arttigi belirlenmistir.
Depolama siiresince ise tiim Orneklerin S. aureus ATCC 29213’e karst % inhibisyon
degerlerinde artis ve azalislar oldugu, bununla birlikte 42. giiniinde belirlenen degerlerin 1.

giine gore 6nemli derecede arttig1 tespit edilmistir.

L. monocytogenes ATCC 7644’c¢ karsi inhibitor aktivite incelendiginde; A ve D
orneklerine ait peptid ekstraklarinin depolamanin 1. giintinde L. monocytogenes ATCC 7644’
kars1 inhibitor aktivite sergilemedigi, ancak depolamanin ilerlemesiyle bir inhibisyon olustugu
tespit edilmistir. L. monocytogenes ATCC 7644’ e karsi inhibitor aktivitenin depolama boyunca
C ve D orneklerinde arttigi, diger orneklerde artig/azaliglar meydana geldigi ve en yiiksek

inhibisyonun E 6rneginde olustugu belirlenmistir.

Peptid ekstraklarinin B. cereus BC 6230°a karsi belirlenen inhibisyon degerlerinin
biiyiik oranda negatif degerlerden olustugu, yani peptitlerin B. cereus BC 6230 iizerinde 6nemli
diizeyde antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigi tespit edilmistir. Ancak tiim G6rneklerde
depolama ilerledik¢e inhibisyon degerlerinin arttigi, B, D ve E 6rneklerinde ise bu degerlerin

pozitif degerlere ulastig1 saptanmistir.

Fermente siit Orneklerinden ekstrakte edilen peptitlerin S. typhimurium RSHMB
95091 ¢ kars1 az da olsa inhibisyon etki gosterdigi, ornekler i¢erisinde S. typhimurium RSHMB
95091°e kars1 en diisiik antimikrobiyal aktivitenin C 6rneginde belirlendigi tespit edilmistir.
Ayni zamanda S. typhimurium RSHMB 95091°¢ karsi inhibisyonun A ve C orneklerinde
depolama boyunca arttig1, D ve E 6rneklerinde artis ve azaliglar olmakla birlikte depolamanin

42. glinlinde inhibisyonun en yliksek degere ulastig1 belirlenmistir.

Fermente siit 6rneklerinden ekstrakte edilen peptitlerin E. coli O157:H7’¢ kars1 bir
miktar inhibitor aktivite sergiledigi, depolama boyunca ise 6rneklerin inhibisyon degerlerinde
artis ve azaliglar oldugu belirlenmistir. Peptid ekstraklarinin antimikrobiyal aktivitesi genel
olarak degerlendirildiginde; Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 belirli bir diizeyde inhibitor
aktivite sergiledigi, diger patojen bakterilerle karsilastirildiginda en yiiksek antimikrobiyal
aktiviteyi S. aureus ATCC 29213’e karsi, en diisiik aktiviteyi ise B. cereus BC 6230 'a kars1

gosterdigi belirlenmistir.

9. Fermente siitlerden ekstrakte edilen peptitlerin biyoaktivitesi ana hatlariyla
degerlendirildiginde; en yiiksek biyoaktiviteyi ACE inhibitor aktiviteye karsi gostermis, bunu
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteler takip etmistir.

10. Fermente siit 6rneklerinin timiinde 20 amino asidin de tespit edildigi, bunlar

arasinda His, Arg, Ala ve Pro amino asitlerinin hakim amino asitler oldugu belirlenmistir. Pro,
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Ala ve Arg amino asitlerinin D 6rneginde; His amino asidinin ise E 6rneginde depolamanin 42.
giiniinde yiiksek konsantrasyonlarda olustugu tespit edilmistir. Toplam serbest amino asit
konsantrasyonlarinin B (S. thermophilus 20S4 +L. plantarum 156 +L. helveticus DPC 4571) ve
D (S. thermophilus 20S4+ L. plantarum 156+ L. casei ATCC 334 + L. helveticus DPC 4571)
orneklerinde daha yiiksek oldugu, s6z konusu veriler dikkate alindiginda L. helveticus
DPC4571 ve L. casei ATCC334 suslarmin faaliyetlerinin amino asit olusumunu artirdigi

sonucuna varilmistir.

11. GABA konsantrasyonu agisindan fermente siit 6rnekleri arasinda istatistiksel olarak
farkliliklarin bulundugu, GAD (+) L. plantarum 156 susunu igeren A, B, C, D 6rnekleri arasinda
en yilksek GABA miktarlarinin proteolitik aktivitenin yiiksek oldugu B ve D 6rneklerinde tespit
edildigi belirlenmistir. L. plantarum 156, S. thermophilus 2054, L. helveticus DPC4571 ve L.
casei ATCC 334 suslarinin kullanildigi D 6rneginde GABA miktarinin depolama siiresince
arttig1, L. plantarum 156, S. thermophilus 20S4 ve L. helveticus DPC4571 suslarinin bulundugu
B orneginde ise depolamanin 28. giiniine kadar arttig1, daha sonra azaldig1 saptanmustir. Sadece
S. thermophilus 20S4 ve L. plantarum 156 susunu igeren C 6rneginde ise GABA miktariin
nispeten diisiik kaldig1, bu durumun s6z konusu 6rnegin Yiiksek proteolitik aktiviteye sahip bir
sus icermemesi ile ilgili olabilecegi diistiniilmiistiir. L. plantarum 156 susunu igermeyen E
orneginde de diisiik konsantrasyonda olmakla birlikte, GABA olusumu tespit edilmis, bu
ornekteki GABA nin mayalar ya da ¢ig siitte bulunan ve pastérizasyon sonrasi siitte kalan LAB

suslar1 tarafindan tiretildigi kanaatine varilmigtir.

Mevcut sonuglardan GAD (+) bir sus kullanimi ile fermente siitlerde GABA igeriginin
dogal olarak artirilabilinecegi, proteolitik suslarla birlikte kullanilmasi durumunda GABA
konsantasyonlarinin 6nemli diizeyde artis gosterebilecegi, boylece biyoaktif bilesenlerce
zengin bir siit tiriintiniin iretilebilinecegi sonucuna varilmistir. Fermente gidalarda GABA nin
daha yiliksek konsantrasyonlarda elde edilebilmesi i¢in fermantasyon kosullarinin
optimizasyonunun gerekli oldugu, bununla birlikte yiiksek GABA iiretme yetenegine sahip yeni
suslarin tespiti i¢in farkli fermente gidalarin incelenebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica GABA
iceren fermente gidalarin uzun vadede tliketiminin saglik {izerine olumlu etkileri dikkate

alindiginda klinik uygulamalara iliskin ¢aligmalarinda gerekli oldugu goriilmektedir.

12. Fermente sut orneklerinde 13’1 keton, 10’u alkol, 7’si asit, 6°s1 ester, 4’u aldehit,
4’1 terpen ve 10’u diger bilesikler olmak iizere toplam 54 adet ugucu bilesik saptanmuistir.
Yogurt ve benzeri fermente siit iiriinlerinde arzu edilen aromanin olusumunda etkili olan
acetoin, acetone ve 2,3 biitandione (diasetil) bilesiklerinin tiim fermente siit 6rneklerinde

belirlendigi, 6zellikle 2,3 biitandione (diasetil) konsantrasyonunun D ve E 6rneklerinde oldukga
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yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu tespit edilmistir. Ayrica tiim Orneklerde 6nemli
miktarlarda ethanol, acetic acid, hexanoic acid bulundugu, yine yogurt benzeri fermente siitlerin
aromast iizerinde etkili olan lactic acid konsantrasyonlarinin ise 6zellikle D ve E 6rneklerinde
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ester bilesikleri arasinda yer alan ethyl acetate’nin ise A ve
B kiiltiir komninasyonlar1 ile tretilen 6rneklerde daha yiiksek oldugu, ayn1 zamanda tiim
fermente siit 6rneklerinde diisiik diizeylerde de olsa bazi aldehit ve terpen bilesiklerininde
belirlendigi tespit edilmistir. Mevcut sonuglardan D ve E kombinasyonlar1 basta olmak iizere
kullanilan tiim kiiltiir kombinasyonlarinin bazi ugucu aroma bilesenlerinin hem miktar ve hem

de gesitliligini artirdig1 sonucuna varilmistir.

13. Fermente siit Orneklerinde kullanilan farkli LAB kombinasyonlarinin renk ve
goriiniis, yapi-tekstiir ve koku puanlarim etkilemedigi; bununla birlikte tat-aroma ve asitlik
puanlari lizerinde ise 6nemli derecede etkisinin oldugu tespit edilmistir. En yiiksek tat ve aroma
puani E 6rneginde, en diisiik tat ve aroma puani ise A 6rneginde belirlenmistir. Yogurt benzeri
fermente siit iiriinlerinde dnemli bir duyusal parametre olan asitliin C 6rneginde daha az
diizeyde, B, D ve E Orneklerinde ise daha yiiksek diizeyde hissedildigi gozlenmistir. Genel
kabul edilebilirlik agisindan C, D ve E 6rneklerinin panelistler tarafindan daha fazla tercih
edildigi belirlenmistir. Genel olarak farkl kiiltiir kombinasyonlarinin fermente siit iriinlerinde
kullaniminin duyusal parametreleri biiylik 6l¢iide degistirmedigi ve tiiketici begenisini olumsuz

yonde etkilemedigi sonucuna varilmistir.

Elde edilen veriler genel olarak degerlendirildiginide; L. helveticus DPC 4571, L. casei
ATCC 334 ve L. plantarum 156 suslarinin fermente siitlerin biyoaktif bilesen igerigini artirdig,
ozellikle L. helveticus DPC 4571 ve L. casei ATCC 334 suslarinin bir arada kullanimimin ACE
inhibisyon aktivitesi basta olmak {izere peptitlerin biyoaktivitesini, serbest amino asit
konsantrasyonunu ve ugucu aroma bilesiklerinin olusumunu etkiledigi gozlenmistir. GAD (+)
L. plantarum 156 susunun fermente siitlerde farkli konsantrasyonlarda GABA iiretebildigi, L.
helveticus DPC 4571 ve L. casei ATCC 334 sugslan ile birlikte kullanildiginda GABA
miktarinin  6nemli diizeyde arttig1 belirlenmistir. GABA ve biyoaktif bilesenlerce
zenginlestirilmis boyle bir fermente siit tirlintiniin tiiketilmesiyle hem hipertansiyonun kontrol
altina almmasma hem de bazi noérolojik hastaliklarin Onlenmesine katki saglanacag:

distiniilmektedir.
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