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OZET

Doktora Tezi
MIHALIC PEYNIRINDEN iZOLE EDILEN PROPIYONIK ASIT BAKTERILERI ILE
KONJUGE LINOLEIK ASIDI ARTTIRILMIS PEYNIR URETIMI

Giksel TIRPANCI SIVRI
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

(Gida Bilimi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Omer OKSUZ

Mihali¢ peyniri karakteristik ozellikleri propiyonik asit bakterileri tarafindan saglanan,
Tiirkiye’nin 6nemli geleneksel peynirlerden biridir. Bu ¢aligmanin amaci; Mihalig
peynirlerinden propiyonik asit bakterilerinin izole edilip MALDI-TOF-MS ile tanimlanmasi ve
bu bakterilerin konjuge linoleik asit (KLA) iiretme potansiyelleri yiiksek olanlari ile
fonksiyonelligi arttirllmis Mihali¢ peyniri iiretilmesidir. Bu arasgtirma kapsaminda yerel
tireticilerden toplanan Mihali¢ peynirlerinden 21 adet propiyonik asit bakterisi izole edilmis
bunlarin ~ %57’si  Propionibacterium  freudenreichii  subsp. freudenreichii, %33’i
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii ve %10’u Propionibacterium thoenii
olarak tanimlanmustir. Izolatlarin linoleik asit, pH ve tuz duyarliliklar1 belirlenmis ve KLA
tretim kapasitesi en yiiksek olan Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii ve
Propionibacterium thoenii, Mihali¢ peyniri {iretimi i¢in kullanilmistir. Peynirlerin KLA
icerigini arttirabilmek icin siite saf linoleik asit ve linoleik asit igerigi yliksek olan ¢orek otu
yagi ilave edilmistir. Peynir tiretiminde kiiltiirler ayr1 ayr1 ve beraber kullanilmis ayrica kontrol
olarak kiiltiirsiiz peynir de iiretilmistir. Uretilen peynirlerin fizikokimyasal, mikrobiyal ve
tekstiirel ozellikleri incelenmistir. En yliksek KLA miktar1 saf linoleik asit ilave edilmis
peynirlerde belirlenmistir. P. freudenreichii subsp. shermanii tek basina ya da P. thoenii ile
beraber kullanildiginda yiiksek KLA iiretimine neden olmustur. Peynirlerin KLA oranlari
olgunlagma sonunda 3,93-6,28 mg/g yag arasinda degismistir. En yliksek KLA miktar1 linoleik
asit ilave edilmis siitten her iki kiiltiiriin beraber kullanimiyla {iretilen peynir 6rnegine aittir.
Kiiltiirsiiz tiretilen kontrol peynirine gore %17,8 daha fazla KLLA icermektedirler. Linoleik asit
ilavesinin KLA {izerindeki olumlu etkisi ise %26,8’dir. Herhangi bir linoleik asit ve kiiltiir
kullanilmadan tiretilen peynirle karsilastirildiginda ise KLA miktar1 %59,8 oraninda artmustir.
Olgunlagmanin peynirlerin KLA miktar1 tizerinde anlamli bir etkisi olmamugtir (p>0,05). Fakat
kullanilan linoleik asit kaynagi ve kiltiir tiri KLA oranmi anlamli seviyede
etkilemistir(p<0,05). Sonug olarak tek basina kiiltiir ilavesi ya da tek basina linoleik asit ilavesi
KLA iretimini artirirken, her iki uygulamanin beraber yapilmasi KLA iiretiminde sinerjistik
etki yaratmustir.

Anahtar Kelimeler: Mihali¢ Peyniri, Propiyonik asit bakterileri, MALDI-TOF-MS, konjuge
linoleik asit

2020, 209 sayfa (Ozet kismindan Ozgegmis sayfasi dahil toplam sayfa sayisidir)



ABSTRACT

PhD Thesis
PRODUCTION OF CHEESE WITH HIGH CLA CONTENT BY PROPIONIBACTERIUM
ISOLATED FROM MIHALIC CHEESE
Goksel TIRPANCI SiVRi
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Omer OKSUZ

Mihali¢ cheese which is given characteristic properties by Propionibacterium species (PAB),
is one of the most important traditional cheeses in Turkey. The objectives of this research are
the isolation of PAB from Mihali¢ cheeses, the identification of them by MALDI-TOF-MS,
and the production of functional Mihali¢ cheese with PAB having a high potential of conjugated
linoleic acid (CLA) production. To isolate PAB, 25 different Mihali¢ kinds of cheese were
purchased from the local producers and sellers. A total of 21 PAB were identified by MALDI-
TOF-MD and 57% of them Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii, 33%
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii and 10% of Propionibacterium thoenii. The
sensitivity of PAB against linoleic acid, pH, and salt was evaluated and then Propionibacterium
freudenreichii subsp. shermanii and Propionibacterium thoenii were chosen as a starter culture
for cheese production because of their high CLA potential and resistance to pH and salt. Milk
was fortified with pure linoleic acid or black seed oil with high linoleic acid content in order to
produce CLA enriched cheese. Chosen PAB isolates were added to milk separately and together
and uncultured cheese was also produced as a control. The highest level of CLA was determined
in the cheese produced with pure linoleic acid. When P. freudenreichii subsp. shermanii alone
or combined with P. thoenii resulted in the highest CLA production. CLA ratios of cheeses
varied between 3,93-6,28 mg/g fat at the end of the ripening period. The cheese produced by
using both cultures together, from milk supplemented with linoleic acid contains 17,8% more
CLA than the uncultured control cheese. There was also a positive effect of linoleic acid
addition (%26,8) on CLA content. When compared with cheese produced without any linoleic
acid and culture, the amount of CLA increased by 59,8%. Ripening did not have a significant
effect on the CLA content of cheeses. It is obvious that the addition of linoleic acid or CLA
producing cultures to the cheese production process altered the CLA level certainly. Taken
together, these results suggest that there is a relation between linoleic acid fortification and CLA
producing cultures causing the synergistic effect on CLA elevation in cheese

Keywords: Mihalig cheese, Propionibacterium species, MALDI-TOF-MS, Conjugated linoleic
acid

2020, 209 pages
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1. GIRIS

Tarih boyunca insanlarin giinliik gida tiiketiminde peynir, 6nemli bir siit iiriinii olarak
yer almaktadir. Peynirin biitiin fizikokimyasal 6zellikleri, peynire islenen siitiin 6zelliklerinden,
isleme yontemlerinden ve olgunlastirma kosullarindan dogrudan etkilenmektedir (Demirci vd.,

1994).

Tiirkiye, Diinya peynirleri ile rekabet edecek peynir cesitliligine sahip bir iilkedir.
Ulkemizde 6zellikle geleneksel olarak iiretilen bircok ydresel peynir ¢esidi bulunmaktadir. Bu
peynirlerin bir kismi ticari starter kiltlirler ile hazirlanirken, biiylik cogunlugu siitten ve

cevreden kontaminasyonla gelen bakteriler yardimiyla tiretilmektedir (Demirci vd., 1994).

Yoresel peynirlerimizden biri olan Mihali¢c Peyniri uzun yillardan beri ozellikle
Balikesir-Bursa bolgesinde yaygin olarak tiretilmektedir. Mihali¢ peyniri geleneksel yontemler
ile genellikle koyun siitiinden yapilmasina karsilik, giiniimiizde; koyun, inek-koyun veya inek-
koyun-kegi siitii karisimlarindan da yapilabilmektedir. Mihali¢ peynirinin dis kism1 kalinligi 3-
4 cm’ye varan bir kabukla kaplidir ve i¢ kismi agik saridan krem beyazina kadar degisen renkte

ve gbzenekli yapidadir (Hayaloglu, Barbaros ve Patrick, 2008).

Isvigre Peynirlerinin karakteristik dzelliklerinden sorumlu olan klasik Propiyonik asit
bakterilerinin (PAB) Mihali¢ peynirinde de bulundugu yapilan ¢alismalar ile belirlenmistir
(Onal-Dar1lmaz, 2010). PAB’lar propiyonik asit iiretebilme potansiyelleriyle tanimlanmustirlar.
Bu bakteriler B12 vitamini ve propiyonik asit {iretiminde kullanildiklart i¢in biyoteknolojik

acidan biiyiik 6nem arz etmektedirler.

PAB’lar izole edildikleri yere gore klasik ve deri kokenli olmak iizere iki ana gruba
ayrilirlar. Klasik PAB ya da diger adiyla "dairy-propionibacteria” siit ve siit iriinlerinde
bulunmakta ve 6zellikle bazi peynirlerin olgunlasma siirecinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Siit
endiistrisi i¢i bliyiik 6nem arz eden bu bakteri grubunun izolasyonu ve tanimlanmasi igin
konvansiyonel tanimlama yontemleri en ¢ok kullanilan prosediirlerdir. Bu bakterilerin
geleneksel yontemler ile iiretilen peynirlerden izole edilip tanimlanmas1 6nem arz etmektedir.
Ancak, Propionibacterium tiirlerinin geleneksel yontemlerle tanimlanmasi olduk¢a zaman
almakta ve bazi tiirlerin kesin olarak ayirt edilmesinde zorluklar ile karsilasilabilmektedir.
Mikroorganizmalarin tanimlanmasi i¢in birgok farkli yontem kullanilmaktadir. Zaman alic1 ve

maliyetli konvansiyonel yontemlerin yerine mikrobiyoloji alaninda daha duyarli, ekonomik,



giivenilir ve daha hizli sonug verebilen yeni yontemlerin geligmesini saglamistir (Stackebrandt,

Cummins ve Johnson, 2006).

Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani Kiitle
spektrometresi (MALDI-TOF-MS) her canli organizmanin kendine has olan proteinlerinden
kiitle spektrometresine dayali gelistirilmis bir yontem olup, bakterilerin de tanimlanmasi hizl
ve giivenilir bir sekilde yapilabilmektedir. Bu ydntem, mikroorganizmalarda bulunan
proteinleri iyonlarina kadar pargaladiktan sonra elektriksel bir alandan gecirerek protein
profillerinin ¢ikarilmasini saglar. Elde edilen profiller, sistemin kiitiiphanesindeki veri
tabaninda karsilastirilarak tanimlama gergeklestirilir. Yapilan c¢alismalar bu yodntemin
dogrulugunu geleneksel yontemlerle benzer ya da daha iyi sonuglar verdigini gostermektedir.
Ekonomik agidan incelendiginde, cihazin ilk yatirim maliyeti disinda 6rnek basina maliyetinin
konvansiyonel ya da otomatik sistemlerden ¢ok daha diisiik oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle
MALDI-TOF-MS; direkt kiiltiirlerden hizli tanimlama yapilmasina olanak saglayan,
giiniimiizde cihazin yayginlagsmasi ve fiyatinin ucuzlamasi ile konvansiyonel ve otomatize

bakteri tanimlama yontemlerinin yerini almaktadir (Holland vd., 1996).

Giliniimiize kadar propiyonik asit bakterilerinin insan sagliini olumlu ydnde
etkileyebilecek bazi ozellikleri arastirilmis ve bu bakteriler probiyotik mikroorganizmalar
olarak Onerilmistir. Ancak propiyonik asit bakterilerinin probiyotik 6zellikleri ticari olarak
laktik asit bakterileri ve bifidobakteriler kadar yaygin bir sekilde kullanilmamuistir. Son yillarda
PAB’larin saghga yararlar iizerinde 6nemle durulmaktadir. Beta galaktosidaz enziminin
tiretimi, laktozu hidrolize etme yetenegi sayesinde laktoz intoleransinda tedavi edici etkisi
PAB’larin insanlara sagladigi onemli faydalardan bazilaridir. (Al-Lahham, Peppelenbosch,
Roelofsen, Vonk ve Venema, 2010; Altieri, 2016; Hugenholtz, Hunik, Santos ve Smid, 2002;
Zarate, Chaia, Gonzélez ve Oliver, 2000). Ayn1 zamanda propiyonik asit bakterileri serbest
linoleik asidi, sagliga yararli etkileri oldugu bilinen konjuge linoleik aside (KLA)
doniistiirebilme yetenegiyle de probiyotik 6zelligini gostermektedir (Wang, Lv, Chu, Cui ve
Ren, 2007). PAB’larin teknolojik streslere kars1 direngli olmalari, gesitli probiyotik fermente

gidalarda kullanilma potansiyeli saglamaktadir.

Konjuge yag asitleri yasam tarz1 ile iliskili hastaliklarin azaltilmasinda faydali biyolojik
etkileri nedeniyle dikkat ¢cekmektedir. Konjuge linoleik asit (KLA), esansiyel bir omega-6 yag
asididir. Icerdigi 18 karbon atomu ile iki ¢ift bag, linoleik asidin konjuge olmus ¢ok sayidaki

pozisyonel ve geometrik izomerlerinin karisimini olusturmaktadir (Nagao vd., 2002). KLA'nin
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cesitli izomerlerinden cis-9, trans-11 ve trans-10, cis-12 konfigiirasyonlarinin saglik agisindan
en etkili oldugu diisliniilmektedir. Cis-9, trans-11 izomerinin antikarsinojenik etki gosterdigi,
trans-10, cis-12 izomerinin viicut yaginin azaltilmasinda daha etkili oldugu belirlenmistir (Ha,

Grimm ve Parka, 1989).

KLA {izerine yapilan ¢aligmalar 1979 yilinda pigmis dana etinde antikarsinojenik ve
mutajenik etkilerinin fark edilmesiyle baslamistir (Pariza, Ashoor, Chu ve Lund, 1979).
KLA’nin temel kaynaklarinin siit ve et triinlerinin oldugunun ve bu triinlerdeki KLA
miktarlarinin fermentasyon veya islenerek arttirilabildiginin belirtilmesi bu konu iizerine daha

fazla arastirma yapilmasina olanak saglamistir.

KLA’nin avantajli besleyici 6zellikleri ve sagliga yararlari, fonksiyonel {irlin arayisinda
olan gida sanayi i¢in 6nem arz etmektedir. Birgok siit {irliniinde KLA oran1 2 ile 16 mg/g
arasinda degismektedir. Bu oran et lirlinlerinde daha da disiiktir (Fritsche vd., 1999). Bu
nedenle gida kaynaklarindan giinliik KLA alim miktari cinsiyete, glinliik bitkisel ve hayvansal
iriin tiiketim oranlarina gore degismekle beraber 150-212 mg/giin olarak hesaplanmistir

(Mcguire ve Mcguire, 1999).

Ip, Singh, Thompson ve Scimeca (1994) 70 kg'lik bir insanin, KLA’dan maksimum
saglik yarar1 elde etmek igin giinde 3,0 g KLA tiiketmesi gerektigini tahmin etmistir. Bu durum
KLA ile zenginlestirilmis gidalara ihtiyact dogurmustur. KLA ile zenginlestirilmis gidalarin
tiretimi ve depolama boyunca ozelliklerini inceleyen g¢aligmalar tiiketici tarafindan kabul

edilebilir gidalarin iiretimine ve bdylelikle siit lirlinleri sanayinin gelisimine destek olacaktir.

Peynirlerle ilgili olarak yapilan caligmalar, farkli KLA seviyelerinin farkli islem
kosullarina bagli olarak degisebilecegini gostermistir (Gnédig, vd., 2004). Ancak siit isleme
kosullarinin, depolama siiresinin ve olgunlagma prosesinin, ¢esitli siit iiriinlerinin KLA igerigi

izerindeki etkisi ile ilgili ¢aligmalar kisitlidir.

Bu ¢aligmanin amaci farkli ireticilerden temin edilecek karakteristik yapiya sahip
Mihali¢ peynirlerinde bulunan PAB’larin MALDI-TOF-MS yontemiyle tanimlanmasi,
tanimlanan suslarin KLA iiretim potansiyellerinin arastirilmasi ve KLA iiretim potansiyeli
yiikksek olan suslar ile fonksiyonelligi arttirilmig Mihali¢ peyniri iiretilmesidir. Boylece
tilkemizde sevilerek tiiketilen geleneksel peynirlerden biri olan Mihali¢ peynirinin dogal

mikrobiyotasinin bir pargast olan propiyonik asit bakterilerinin optimum sartlarda liretecegi



maksimum konjuge linoleik asit miktar1 ile Mihali¢ peynirinin fonksiyonelligi arttirilmisg

olacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Mihali¢ Peyniri

Siitlin peynir mayas1 veya bazi organik asitlerin yardimiyla pihtilastirilmasi, farkli
yontemlerle islenmesi ve olgunlastirilmasi sonucunda besleyici 6zelligi yiiksek bir siit {irtini
olan peynir iiretilir (Demirci vd., 1994; Eralp, 1974). Peynirin yiiksek besin degeri bilesiminde
bulunan proteinler, vitaminler, mineral maddeler ve Ozellikle kalsiyum ve fosfor gibi

bilesenlerden kaynaklanmaktadir (Bulut, 2006).

FAO verilerine gore 2018 yilinda Diinyada toplam peynir {iretimi yaklasik 20 milyon
tondur. Diinya iiretiminin yarisin1 Avrupa Birligi iilkeleri gerceklestirirken en biiyiik {iretim
miktar1 yaklasik 6 milyon tonla Amerika Birlesik Devletleri’ne aittir. Tiirkiye 2018 yilinda 723
bin ton inek siitiinden, 33 bin ton diger hayvanlarin siitiinden toplam 756 bin ton peynir tiretimi
gergeklestirerek Diinya marketinde yer almaktadir (Food and Agriculture Organizatin, 2019).

Tiirkiye’de en ¢ok beyaz peynir ve kasar peyniri iiretilmekle beraber 200’den fazla
yoresel peynir de tiretilmektedir. Bunlarin basinda tulum, Mihali¢ ve otlu peynirler gelmektedir

(Demirci vd., 1994).

Yoresel peynirlerimizin en cok tiiketilenlerinden olan Mihali¢ peyniri, Bursa-Balikesir
bolgesinde iiretilmektedir. Geleneksel olarak koyun siitii ile tiretilmesine karsilik giiniimiizde

inek siitii karigimlari ile de tretilmektedir (Aday, 2010; Bulut, 2006).

Mihali¢ peyniri Marmara bolgesinde iiretilmesi nedeniyle Tiirkiye genelinde yeterince
bilinmemekte, uzun yillardan beri iiretilmesine ragmen ¢ogu yerde geleneksel yontemlerle
uretilirken fabrikasyon seviyesinde iiretilmemektedir. Geleneksel iiretim yoOntemlerinin
dezavantajlarindan olan standardizasyon ve kalite kontrol problemleri Mihali¢ peynir
tiretiminin ¢6zliim bekleyen sorunlaridir. Standart Mihali¢ peyniri iiretimi bu alanda yapilacak
caligmalarla desteklenirse bu iiriin toplumun biiyiik kesimi tarafindan sevilen ve tiiketilen bir

tirtin olacaktir (Kamber, 2008).

Peynir iiretiminde s6z sahibi olan Amerika ve Avrupa Birligi iilkeleri peynir yapilacak
¢ig stitlerin standartlarini belirlemis ve bu standartlara uyan siitlerden iiretim gergeklestirirken,

tilkemizde geleneksel peynirlerin ¢ogu ya ¢ig siitten ya da kismi 1s1l iglem gérmiis siitlerden



tiretilmektedir. Bu durum sik sik peynirlerde tat bozulmasi, yumusama, renk degisimi gibi kalite

problemlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.

Peynir iiretimi sonucunda kaliteli ve saglikli iirtinler elde etmek i¢in hammadde olarak
kullanilan siitiin mikrobiyal yiikiiniin azaltilmas1 amaciyla pastorizasyon islemine tabi tutulmasi
gerekmektedir. Fakat uygulanan bu 1s1l islem sagladigi avantajlarin yaninda peynir prosesinde
Oonem arz eden laktik asit bakterilerinin azalmasina da neden olmasindan dolayi, pastorize siitten
yapilan peynirlerde tipik tat ve aroma eksikligi gériilmektedir. Pastorizasyon isleminin neden
oldugu bu olumsuzluklar, peynir yapilacak siitlere iiretilecek peynirin tiiriine bagli olarak 6zel
starter kiiltiirlerin ilave edilmesi ile giderilmeye calisilmaktadir (Demirci, Yiiksel ve Soysal,
1992).

Tiirkiye’de iretilen geleneksel peynirlerde, siite starter kiiltiir olarak eklenebilecek
mikroorganizmalar hakkindaki bilgi eksikligi nedeniyle, bu peynirlerin tiretimi igin gerekli 1s1l
islem uygulamalar1 kisitlanmaktadir. Pastorizasyon islemi patojen mikroorganizmalari inhibe
etmesinin yaninda peynir yapimi i¢in gerekli olan bazi mikroorganizmalarin da inhibisyonuna

neden oldugu i¢in, peynir prosesinde starter kiiltiir kullanimini elzem kilmaktadir (Bulut, 2006).

2.1.1. Mihali¢ Peyniri Uretimi

Kelle adiyla da bilinen Mihali¢ peyniri sert ve gézenekli peynir kategorisindedir. En az
200 yillik bir tarihi oldugu bilinen Mihali¢ peyniri, ilk olarak Bursa’nin Karacabey ilgesinde
yapilmaya baglandig1 i¢in ilgenin eski adi olan Mihali¢ ismini aldigi bilinmektedir (Eralp,
1974).

Mihali¢ peyniri karakteristik 6zelligi kesit ylizeyinde sahip oldugu gozenekli yapidir.
Sekil 2.1.’de goriildiigii tizere dista 3-4 mm kalinhiginda sert kabuk ve bu kabugun altinda

sarimtirak gozenekli yap1 bulunmaktadir.

Geleneksel Mihali¢ peyniri koyun siitli 6zellikle kivircik koyunun siitiinden
iiretilmesine ragmen son donemlere inek siitiinden de iiretilmektedir (Ozer, 2015). Geleneksel
olarak ¢ogunlukla ¢ig siitten ya da 56 °C de 2 dk 1s1l islem gormiis siitlerden iiretilmektedir.
Peynirin {iretim siirecinde baska herhangi bir 1s1l islem olmamasi da hammadde olarak

kullanilacak siitiin belli bir kalitede olmasini gerektirmektedir (Aday, 2010).



Sekil 2.1. Mihali¢ peyniri i¢ kesit goriiniimii

Mihali¢ peyniri yapilacak siitler, Balikesir bolgesinde “polim”, Bursa bolgesinde ise
“taar1” denilen biiyiik kaplar igerisinde islenmektedir. Polimler, kara meseden yapilirken, siit
taarlar1 gelikten imal edilmektedirler. Kapasiteleri 200-300 litre arasinda degismektedir.
Temizlik bakimindan taarlar, isleme kolaylig1 ve 1s1 muhafaza etme bakimindan ise polimler

tercih edilmektedir (Yo6ney, 1955).

Mihali¢ peynir {iretimi ¢ig siitlin iiretim tesisine kabuliiyle baglar ve akabinde yaz
doneminde 27-28 °C de kis doneminde ise 30-33 °C araliginda mayalama islemi yapilir. Sekil
2. 2’de Mihalig¢ peynir {iretim semas1 gosterilmektedir. Peynir mayasi miktari 6n deneme ile
belirlenerek, genellikle 1:10000 oraninda, ya sulandirilarak ya da dogrudan siite katilarak
mayalama islemi gerceklestirilir (Ugiincii, 2004). Yaklasik 90 dakika siiren pihtilasma
stiresinden sonra olusan piht1 ucu hag¢ seklinde olan sopalarla piring tanesi biiyiikliigline gelene
kadar kirilmaktadir. Yaklasik 10-15 dakika stiren piht1 kesme islemi sirasinda sicak su ilavesi
ile piht1 40-45 °C araligina kadar stirekli karigtirma suretiyle 1sitilmaktadir. Ptht1 bu sekilde
homojen bir sekilde haslanmaktadir. Uriin kalitesi acisindan haslama islemi ¢ok énemlidir. Eger
piht1 istenen sicakliga ulagsmazsa pihtilar birbirine kaynasmayarak yumusak kalmakta ve
depolama siiresince sisme problemi yasanmaktadir. Haslama istenenden fazla olursa peynirde
istenen gozenek olusumu gergeklesmemektedir (Demirci vd., 1994). Haslama islemi bittikten
sonra olusan teleme 15-20 dakika dinlendirilerek dibe ¢okmesi saglanir. Coken teleme siizme

bezine alinarak askiya alinir. Askida siiziilmekte olan teleme alttan {iste dogru ince sislerle 20-



30 dakika sislenerek peynir suyunun akmasina yardimei olunur. Sisleme islemi ayni zamanda
telemenin sogumasinit da saglar. Telemenin askida kalma siiresi hava sicakligina bagl olarak

6-8 saat arasinda degismektedir (Yoney, 1955).

Siiziilme islemi tamamlandiktan sonra askidan alinan teleme kaliplara konarak baskiya
alinmaktadir. Uzerine agirlik konularak bekletilen piht1 kitlelerine “kelle” adi verilmektedir.
Kellelerin icerisinde su kalmamalidir aksi takdirde peynirde kabarip catlak olusumu meydana

gelmektedir (Bulut, 2006).

Baski isleminden sonra kelleler salamura islemine alinmaktadir. iki ya da ii¢ asamada
gerceklestirilen tuzlama islemi peynirin tuzlanmasimi saglamaktadir. Ik salamura %15 tuz
icermekte ve peynirler 1-1,5 gilin burada bekletilmektedirler. Salamura siiresince peynirlerin iist

kisimlart iri tuzla kaplanmaktadir (Hayaloglu, Ozer ve Fox, 2008).

Peynirler, ilk salamura islemi bittikten sonra daha yliksek konsantrasyonda tuz igeren
(%20-22) salamura suyuna aktarilmaktadirlar. Yaklasik 2-10 giin siiren sert salamurada
bekletmeden sonra peynirin dis kabugunda sertlesme ve i¢ kisminda sararma olusmaktadir.
Mihali¢ peynirinin olgunlagmasi diger peynir cesitlerine goére daha dikkatli yapilmasi
gerekmektedir. Olgunlasma islemi peynirlerin, 500 kg-1 ton kapasitedeki teknelerde kesit
yiizeyleri birbirine bakacak sekilde, diizenli olarak altiist edilmesiyle gergeklesmektedir.
Salamura suyu bdylece her yiizeye yayilabilmektedir. Olgunlagma siireci 90 giin boyunca serin

bir ortamda devam ettirilir (Ozcan, 2000).
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2.1.2. Mihali¢ Peynirinin Kimyasal Ozellikleri

Mihali¢ peyniri iilkemizde iiretilen en 6nemli geleneksel peynirlerden biri oldugu i¢in
bu {riiniin 6zelliklerinin belirlenmesine yonelik caligmalar literatiirde yer almaktadir. Sen
(1991) hazirlamis oldugu tezde ¢ig siitten, 56 °C de 2 dk isitilan siitten ve 72 °C de 2 dk
pastorize edilen siitten 3 farkli Mihali¢ peyniri hazirlamis ve Ozelliklerini belirlemistir. Bu
peynirleri sirasiyla 90 giinliik olgunlastirma sonrasi, kuru madde oranlar1 %63,1, %68,3 ve
%65,5, toplam yag miktarlar1 %26, %26 ve %25, tuz oranlar1 %9,1, %9,5 ve 9,4 olarak
belirlenmistir. Yapilan mikrobiyolojik analizler sonucunda ise ¢ig siitten hazirlanan peynirde
koliform bakteri sayisinin diger peynirlere gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bununla
beraber ¢ig siit ve 56 °C de 2 dk 1sitilan siitten yapilan peynirlerde propiyonik asit bakteri sayist,
72 °Cde pastorize edilen siite gore anlamli derecede yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir. Bu
calismanin agiga ¢ikardigi en 6nemli sonuglardan biri Mihali¢ peynirinin karakteristik gézenek

yapisinda propiyonik asit bakterilerini rol aldig1 gercegidir

Ozer, Aloglu ve Sanlidere (2003) kegi siitii kullanarak ve 3 ay olgunlastirma yaparak
hazirladiklar1 Mihali¢ peynirlerinde kuru madde oranimmi %53,7-64,59, yag oranin1 %21,5-
%24,0 ve tuz miktarini %3,51-10,06 olarak hesaplamislardir.

Donmez, Segkin, Sagdi¢ ve Simsek (2005) farkli peynir tiirlerinin karsilastirmak igin
gerceklestirdikleri calismada Mihali¢ peynirinin kuru madde oranim1 %75,5, protein oraninin
%24,7, tuz miktarin1 %4,1 ve kolesterol miktarmi 120,2 mg/100 g olarak raporlamislardir.
Ayrica Mihali¢ peyniri KLA igerigi (0,65 g/100 g yag) en yiiksek peynirlerden biri olarak

belirlenmistir.

Bulut (2006) ¢ig ve pastorize siitten iireterek ii¢ ay olgunlastirdigi Mihalig peynirlerinde
ortalama kuru madde oran1 %56,19, yag oranini %30,50, tuz oranim1 %7,39, protein oranini

%20,81, pH degerini 4,78 olarak bildirmistir.

Golge ve Sahan (2008) inek ve koyun siitii kullanarak hazirladiklart farkli Mihalig
peynirlerinde pH degerlerini 5,28-6,11 arasinda, kuru madde oranlarin1 %56,75-64,13 arasinda,
tuz oranlarmi %3,27-8,18 arasinda, yag oranlarini %25,25-33,0 arasinda, suda ¢oziinen azot
miktarlarim1 %0,26-0,84 arasinda, TCA’da ¢oziinen azot miktarlarimi ise %0,03-0,26 arasinda
belirtmislerdir. Ayrica yaptiklart ¢aligmada duyusal analizlerini de gergeklestirmisler ve
peynirin i¢ ve dis kisimlarinda sertlik, yapiskanlik, esneme, ¢ignenebilirlik ve sakizimsilik

ozellikleri arasinda fark oldugunu kanitlamislardir.
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Hayaloglu, Bansal ve McSweeney (2012) vakum paketleme ya da salamura
yontemleriyle bir yil olgunlastirdiklari Mihali¢ peynirlerinde yaptiklart analizler sonucu vakum
paketli orneklerde pH 4,6 ve ugucu bilesiklerinin ¢ogunun salamurada olgunlastirilan 6rnege
gore anlamli Slgiide yliksek oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alisma ile vakum paketlemenin
Mihali¢ peynirinde iirlin kalitesini arttirict bir yontem olarak kullanilabilecegi sonucuna

varilmgtir.

Aday ve Karagiil Yiiceer (2014), 15 farkli Mihali¢ peyniri ile gergeklestirdigi
calismasinda peynirlerin fiziksel, kimyasal ve duyusal 6zelliklerini ayrica aroma bilesenlerini
incelemistir. Bu ¢alismada peynirlerin ortalama kuru madde orant %60,4, yag oran1 %274,
protein orani %22, tuz orant %5,92 ve pH degeri 5,51 olarak agiklanmistir. Yapilan duyusal
incelemede peynirlerin i¢ ve dis kisimlart arasinda renk farkliligir oldugu ayrica sertlik ve
cignenebilirlik acisindan da farkli olduklar1 belirlenmistir. Aroma bilesenleri analizi ile de bu

peynir ¢esidine ait 44 farkli aroma bileseni saptanmustir.

Ozer (2015) hazirlamis oldugu tez calismasinda farkli starter kiiltiirleri ile hazirlanmis
Mihali¢ peynirlerini incelemistir. Propionibacterium spp, Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus helveticus, Leuconostoc mesentroides subsp. cremoris’den olusan starter
kiiltiirleri %1 oraninda ekleyerek 90 giinliik olgunlasma sonrasi peynirlerin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerini belirlemistir. Buna gore peynirlerin kuru maddeleri %56,40-%58,69, yag oranlari
%21,50-%23, protein miktarlar1 %26,57- %28,16 ve tuz oranlar1 %5,09-%6,73 arasinda oldugu

saptanmuistir.

2.1.3. Mihali¢ Peynirinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Peynirlerin en 6nemli Kalite faktorlerinden birisi de mikrobiyotasidir. Peynirlerin
mikrobiyotasini, ¢ig siitteki mikroorganizmalar ve iiretim prosesinde ve sonrasinda gergeklesen
kontaminasyonlardan gelen mikroorganizmalar olusturmaktadir. Mikrobiyotayr olusturan
mikroorganizmalarin sayisi ve tiirii, peynirin tim kalite 6zelliklerinin yani sira olgunlagsma

stiresince gerceklesen bakteriler arasi etkilesimi de etkilemektedir.

Geleneksel yontemler ile yapilan Mihali¢ peyniri siitten gelen dogal biyotadaki
mikroorganizmalari igermektedir. Peynir yapimi sirasinda laktozun laktata ¢evriminden laktik
asit bakterileri Ozellikle Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus ve Lb.

delbrueckii subsp. lactis tiirleri sorumludur. Mihali¢ peynirinin yapisinda bulunan propiyonik
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asit bakterileri, olgunlasma boyunca laktati propiyonik asit, asetik asit ve CO2’c
doniistiirmektedirler. Mihali¢ peynirinin yapisinda bulunan gézenekler bu bakterilerin iirettigi
CO> sayesindedir (Oner ve Aloglu, 2004) . Son yillarda yapilan ¢alismalarda farkli starter

kiltiirler kullanilarak hazirlanan peynirlerle ilgili calismalar da literatiirde yer almaktadir.

Ug aylik olgunlasma siiresince ¢ig, 56 °C’de 2 dk 1sitilan ve pastdrize siitten hazirlanan
peynirlerin mikrobiyolojik incelemesi yapildiginda sirasiyla toplam aerobik bakteri sayisi,
4,20-6,75, 6,72-7,34 ve 4,20-5,01 log kob/g araliginda saptanmistir. Ayrica laktik ve propiyonik
asit bakterileri de incelenmis ve Ornekler igin sirasiyla 1,8-3,67, 2,62-2,86 ve 2,08-2,72 log
kob/g laktik asit bakterisi, 4,98-5,87, 3,42-4,81 ve 1,57-1,81 log kob/g propiyonik asit bakterisi
tespit edilmistir (Sen, 1991). Uygulanan pastorizasyon islemi 06zellikle propiyonik asit

bakterilerinin sayisini azaltmakta bu da son iiriinde kalite problemlerine neden olmaktadir.

Ozdemir, Ozdemir, Demirci, Celik ve Sénmez (2004) Marmara bolgesinden topladig
20 adet Mihali¢ peynirinin mikrobiyolojik 6zelliklerini incelediginde, toplam mezofilik aerobik

bakteri sayisin1 7,26 log kob/g, laktik asit bakteri sayisini 5,41 log kob/g olarak belirlemislerdir.

Pastorize ve ¢ig siitten hazirlanan Mihali¢ peynirlerini 90 giinliik olgunlagma boyunca
inceleyen Bulut (2006), toplam mezofilik bakteri sayisini pastorize siitten hazirlanan peynirler
icin 3,8x108-9,6x108, ¢ig siitten hazirlananlar iginse 3,7x10%1,7x10° kob/g araliginda
belirlemistir. Ayn1 érnekler igin toplam laktik asit bakteri sayis1 sirasyla 9,3x1084,6x10 " ve
1,2x108-8,6x10" kob/g olarak saptanmustir. Toplam propiyonik asit bakteri sayilarina da
bakilan incelemede pastorize siitten hazirlanan peynirde 1,2x1086,6x108 kob/g ve ¢ig siitten

hazirlanan peynirde 7,0x108-2,5x108 kob/g olarak bildirilmistir.

Ticari starter kiiltiir olarak S. thermophilus + Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S.
thermophilus + Lb. helveticus) karisimlar1 kullanilarak hazirlanan mihali¢ peynirlerinde 3 aylik
olgunlagsma sonucu starter kiiltiir kullaniminin peynirlerde bulunana maya, koliform ve laktik
asit bakteri sayisin1 nemli derecede etkiledigini ve duyusal olarak da Lb. helveticus ile iiretilen

peynirin 6ne ¢iktigini agiklanmistir (Golge, 2009).

Tiirkiye’de tiretilen icinde Mihali¢ peynirinin de bulundugu 12 farkli peynir ¢esidinin
incelenmesi sonrasi1 29 adet propiyonik asit bakterisinin izole edildigi ¢alismada baskin susun
Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii oldugu tespit edilmistir (Onal-
Darilmaz, 2010).
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Ozer (2015) tez calismasinda Propionibacterium spp., Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus helveticus, Leuconostoc mesentroides subsp. cremoris’den olusan starter kiiltiir
kombinasyonlar1 ile hazirladig1 farkli Mihali¢ peynirlerini incelemistir. Bu calisma ile starter
kiltir kullanimi1 ile peynirin kalite parametrelerinde artis, olgunlagsma siiresinde azalma
gdzlenmis ve duyusal olarak daha iyi peynirler elde edilmistir. Ozellikle propiyonik asit
bakterileri, Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus helveticus kullanilarak hazirlanan
Mihali¢ peyniri, tat-aroma, tekstiirel ve duyusal agidan en begenilen peynir olmustur. Ayrica
bu ¢alismada serbest yag asitleri incelendiginde 6zellikle propiyonik asit bakterilerini igeren
peynirlerin yogun lipolitik aktiviteden dolay1 peynirde tat ve aromadan sorumlu kisa zincirli

yag asitleri miktarinin arttig1 belirlenmistir.

Mihali¢ peynirine ait karakteristik 6zelliklerin olusumunda en biiyiik paya sahip olan
propiyonik asit, bu asiti lireten bakterilerin eklenerek hazirlandig1 peynir 6rneklerinde 6énemli
derecede artis gdstermis ve bu da peynirlerde kalite artisin1 beraberinde getirmistir (Ozer ve

Kesenkas, 2019).

Mihali¢ peyniri ile ilgili yapilan mikrobiyolojik analizler gostermektedir ki bu peynirin
mikrobiyotasinda ¢ok miktarda farkli tiir ve sayida mikroorganizma bulunmaktadir. Fakat
peynire karakteristik Ozelliklerini saglamasi nedeniyle propiyonik asit bakterileri one

cikmaktadir.
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2.2. Propiyonik Asit Bakterileri

2.2.1. Genel Ozellikleri

Propiyonik asit bakterileri ilk olarak 1906 yilinda, Freudenreich ve Orla-Jensen
tarafindan, Emmental peynirinden Bacterium acidipropionici ve Bacillus acidipropionici adini
verdikleri bakteriler olarak izole edilmislerdir. Bu mikroorganizmalar propiyonik asit iiretme
kabiliyetleriyle tanimlanmistir (Meile, Dasen, Miescher, Stierli ve Teuber, 1999). Bu bakteriler

icin Propionibacterium smifi ilk olarak 1909 yilinda Orla-Jensen tarafindan onerilmistir.

Propiyonik asit bakterileri Gram pozitif, spor olusturmayan, %53-68 G+C igerigine
sahip mezofilik bakterilerdir. Cogunlukla anaerop olmakla beraber aerotolerant olanlar1 da
vardir. Genellikle katalaz pozitif reaksiyon verirler. Morfolojik olarak farkli plemorfik ¢ubuk
ya da Cin alfabesi karakterleri seklinde tanimlanmaktadirlar (Altieri, 2016). Optimum gelisme
sicakliklar1 30°C fakat 15-40 °C ve pH 5,1-8,5 araliginda gelisebilmektedirler.

Propiyonik asit bakterileri bulunduklar1 habitatlara gore iki ana gruba ayrilmaktadirlar.
“Deri” ve “Klasik” Propionibacterium olarak tanimlanan bu gruplardan “Deri
Propionibacterium” insan cildinden izole edilen ve genellikle firsatgr patojen olarak
bilinmelerine karsilik son yillarda birincil patojen olarak da degerlendirildikleri ¢aligmalara
rastlanmistir (Byrd, Belkaid ve Segre, 2018). Bu grupta bulunan propiyonik asit bakterileri P.

acnes, P. avidum, P. granulosum, P. lymphophilum, P. propionicus olarak tanimlanmustir.

Klasik Propionibacteria ise daha ¢ok siit tiriinlerinden izole edilmekte ve bu nedenle
“Dairy Propionibacteria” olarak bilinmektedirler. Siit ve siit iiriinlerinin yaninda sebzelerden ve
silajlardan da klasik PAB izole edilebilmektedir. P. freudenreichii subsp. freudenreichii, P.
freudenreichii subsp. shermanii, P. acidipropionici, P. jensenii, P. thoenii, P. cyclohexanicum,
P. micrroaerophilum tiirleri bu grupta listelenmektedirler. Bu bakterilerin genel 6zellikleri ve

dogal habitatlar1 Cizelge 2.1°de gdsterilmistir.

Klasik PAB’lar 2008 yilinda FDA tarafindan GRAS (generally recognized as safe)
gidalarda giivenli olarak kullanilabilir statiistine alinmistir (Meile, Le Blay ve Thierry, 2008).
Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) yaptigi giincellemede P. freudenreichii ve P.
acidipropionici tiirlerini nitelikli olarak giivenli varsayilan (QPS-Qualified presumption of
safety) statiisiine alinmasina karar vermistir (EFSA Panel on Biological Hazards, 2016). Bu

sayede gida sanayinde yaygin kullanim alanina sahip olmakla beraber en ¢ok Isvigre tipi
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peynirlerin yapiminda starter kiiltiir olarak kullanilmaktadirlar. ‘Klasik’ PAB’larin peynir
yapimindaki rollerine ilaveten, dogal olarak fermente edilmis gidalarda ve anaerobik sindirim

yollarinda da gorev almaktadirlar.

Fermente siit tirtinlerinde bulunan klasik propiyonik asit bakterileri, Propionibacterium
freudenreichii subsp. freudenreichii, P. freudenreichii subsp. shermanii, P. jensenii, P. thoenii,
P. acidipropionici gerek teknolojik 6zellikleri gerekse probiyotik 6zellikleri nedeniyle lizerine
en ¢ok aragtirma yapilan ve endiistride starter kiiltiir olarak kullanim alani bulan tiirlerdir.
Propionibacterium cinsine ait bu tiirlerin dogal kontaminasyon sonucu siitte bulundugu

belirlenmistir (Baer ve Ryba, 1992).

PAB’lar Isvicre tipi peynirlerin dzellikle Emmental cesidinin olgunlasma siirecinde
aromanin ve lezzetin gelistirilmesi i¢in biiyiik nem arz etmektedirler. Peynirlerin 22-25 °C’lik
olgunlasma odalarinda ki proseslerinde laktati propiyonik asit, asetik asit ve CO2 e
dontistirmektedirler ve bunun sonucu olarak da karakteristik g6z olusumuna neden olmaktadir.
Peynir dretiminde kullanilan PAB baslangi¢ kiiltiirleri genellikle Propionibacterium
freudenreichii subsp. freudenreichii veya subsp. shermanii’ dir (Malik, Reinbold ve
Vedamuthu, 1968).

Finlandiya’da tiretilen Emmental peynir gesitlerinde yapilan bir galismada izole edilerek
tanimlanan suslarin %60’ indan fazlas1 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii

veya subsp. shermanii olarak tanimlanmistir (Langsrud ve Reinbold, 1973).
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Cizelge 2.1. Klasik Propionibacteria grubuna ait bakterilerin genel 6zellikleri ve dogal olarak bulunduklar1 habitatlar

Tiir

Genel Ozellikleri

Dogal Habitati

Referans

P. freudenreichii subsp. freudenreichii

Anaerobik-Aerobik toleransli, beyaz-bej
koloni, katalaz +, hemolotik olmayan,
laktoz fermentasyonu -, nitrat indirgeme +

Sut, peynir (¢ogunlukla
Isvigre tipi olanlar) ve silaj

(Britz ve Riedel,
1994; Cummins ve
Johnson, 2003)

P. freudenreichii subsp. shermanii

Anaerobik-Aerobik toleransli, beyaz-bej
koloni, katalaz +, hemolotik olmayan,
laktoz fermentasyonu +, nitrat indirgeme -

Sit, peynir (¢ogunlukla
Isvigre tipi olanlar) ve silaj

(Baer ve Ryba,
1992; Cummins ve
Johnson, 2003)

P. jensenii

Katalaz — veya zayif +, hem anaerobik hem
aerobik, B-hemolitik, krem-sar1 koloniler

Siit, peynir, rumen, silaj

(Britz ve Riedel,
1994; Cummins ve
Johnson, 2003)

P. acidipropionici

Katalaz — veya zayif +, hem anaerobik hem
aerobik, bej-turuncu koloniler

Siit, peynir ve rumen

(Britz ve Riedel,
1994)

P. thoenii

Katalaz +, yavas gelisen, anaerobik, -
hemolitik, sari/turuncu/kirmizi/kahverengi
koloniler

Siit, peynir ve diger

suturianleri

(Cummins ve
Johnson, 2003)

P. cyclohexanicum

Katalaz +, laktik asit uretebilen, aerobik
toleransli, asit toleransli, beyaz ya da krem
koloniler

Bozuk portakal suyu

(Kusano, Yamada,
Niwa ve Yamasato,
1997)

P. micrroaerophilum

Katalaz - , mikroaerofilik- fakiltatif

aerobik, beyaz konkav koloniler

Zeytin atik suyu

vd.,

(Koussémon
2001)
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Propionibacterium freudenreichii alt tiirlerinin Isvigre tipi peynirlerin olgunlasmasinda
onemli bir rolii vardir. P. freudenreichii gergeklestirdigi metabolik faaliyetler ile bir¢ok aroma
bileseninin olusumunu saglamaktadir. Laktat ve aspartat fermentasyonu sonucu daha ¢ok
propiyonik ve asetik asit daha az da valerik ve isovalerik asit gibi kisa zincirli yag asitlerini
olusturmaktadirlar (Rosa do Carmo vd., 2017). Bu kisa zincirli yag asitleri Emmental
peynirinde asil aromadan sorumlu tutulmaktadirlar. Bunun yaninda P. freudenreichii susa bagli
lipolitik aktiviteye de sahiptir. Bu sayede yine aromadan sorumlu farkli serbest yag asitleri
olusturmaktadir. P. freudenreichii gergeklestirdigi aminoasit katabolizmasi sayesinde 2-
metilbiitonaik asit ve isovalerik asit gibi 2 dalli zincir aroma bilesenleri iiretebilmektedir. P.
freudenreichii sahip oldugu genel 6zellikler sayesinde peynir {iretim siirecinde olusan yiiksek
ve diisiik sicaklik, asidifikasyon, tuz konsantrasyonuna bagli ozmatik stres gibi farkli stres
kaynaklarina karsi yiiksek tolerans gosterebilmektedir (Thierry, Falentin, Deutsch ve Jan,
2011a).

P. jensenii klasik PAB’lar grubunda yer almakta ve P. thoenii ile peynirde kirmizi
noktaciklar seklinde kalite problemine neden olmaktadir. Kanli besi yerinde beta hemolotik
aktivite gostermektedir. Bulundugu ortam pH’sin1 4,4-4,9 arasina kadar disiirebilmekte ve
pembe, kirmizi, beyaz veya kahverengi koloniler olusturabilmektedir. Gelismesi igin
pantotenik asit, biotin paraaminobenzoik asite ihtiya¢ duymaktadir (Meile vd., 2008). Uygun
besi yerinde 13-metil tetradekanoik asit ve 12-metil tetradekanoik asit iiretebilmektedir (Onal-
Darilmaz, 2010) Bir ¢alisgmada hava puskiirtmeli kurutucuda P. jensenii, B. animalis subsp.
lactis BB-12 ve Lb. acidophilus LA-5 e gore daha az direng gosterebilmistir (Ranadheera,
Evans, Adams ve Baines, 2015).

P. thoenii Emmental peynirlerde bulunan kirmizi noktalardan izole edilmistir. Koyu
kirmiz1 ya da kirmizi-kahverengi renk pigmentleri itiretebilmektedir. Kan igeren kati besi
yerinde beta hemolotik aktivite géstermekte ve sivi besi yerindeyse kirmizi ya da turuncu renkte
bulaniklik olusturmaktadir. Glikoz igeren besi yerinde ortamin pH’sin1 4,7-4,9 aralifina
getirebilmektedir. Diger PAB’lara gore daha az anaerobiktir. Gelismesi i¢in ise biotin ve

pantotenik aside gereksinim duymaktadir (Onal-Darilmaz, 2010) .

P. acidipropionici siit iiriinlerinden izole edilen, griden beyaza opak renkte koloniler
olusturabilen bir tiirdiir. Glikoz iceren besi yerinde beyaz renkli ¢okeltiler olusturup ortamin

pH'sin1 4,1-4,9 arasina getirebilmektedir. Hem aerobik hem de anaerobik kosullarda gelisebilen
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suslart vardir. Gelismesi i¢in pantotenik asit ve biotine ihtiya¢ duyarken tiamin gereksinimi
duymamaktadirlar (Onal-Darilmaz, 2010). Bu mikroorganizma tiirleri gliserol fermentasyonu
sonucu asetik asit iiretmeden en iyi sekilde propiyonik asit tiretebilmektedirler (Rosa do Carmo
vd., 2017).

2.2.2. Metabolik Ozellikleri

Propiyonik asit bakterileri bazi 6zel metabolik reaksiyonlara sahiptir. PAB’larin
metabolizmalari birbirine bagl ve eszamanli gergeklesen bir siirii reaksiyondan olustugu i¢in
karmasik yapidadir. PAB’lar anaerobik olmalarina karsin aerotoleransli yapidadirlar. Besin
ihtiyaglar1 ¢ok az, ayn1 zamanda farkli ¢evresel kosullara adapte olabilme yetenekleri yiliksektir

(Stackebrandt vd., 2006).

PAB’lar en temel metabolik faaliyetleri; glikoz fermentasyonu sonucu CO., propiyonik
asit ve asetik asit tlretmeleridir. Propiyonik asit {iretebilme yetenekleri bu grup

mikroorganizmanin karakteristik 6zelligidir (Thierry vd., 2011b).

Acetyl-P
(+Py)

ACETATE + ATP

Acetyl-CoA + NADH + CO,

l(+ NAD, CoA)

Pyruvate T ‘C ~ -
P-enolpyruvate~—-CQ,~= Oxalacetace  Methyltmonyl-
P, — PP, CoA
GLUCOSE Malate gf,f'my"
NADH
Fumarate Succinyl-
ADP + P, > FPH CoA
ATP -L
L—Succmate ‘COA’ =y
PROPIONATE

Sekil 2.3. Propiyonik asit fermentasyonu sonucu asetat, propiyonat ve COz olusum reaksiyonu
(Allen, Kellermeyer, Stjernholm ve Wood, 1964 adapte edilmistir.)
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Glikozun, Embden-Mayerhof yoluyla purivata donistiiriilmesi ve asetat ile
propiyonatin olusum reaksiyonlar1 Sekil 2.3’de gosterilmistir. Piruvatin propiyonata
indirgenmesi transkarboksilaz dongiisii veya Wood-Werkman dongiisii ile gergeklesmektedir
(Houwen, Dijkema, Stams ve Zehnder, 1991). Bu dongiide glikoliz ve piruvat oksidasyonu
sirasinda olusan NADH kullanilir ve ekstra ATP iiretilir. Transkarboksilaz dongiisiiniin tiim
reaksiyonlar1 geri doniistimliidiir. Anahtar reaksiyonlardan biri, ATP tiiketimi olmadan
meydana gelen bir karboksil grubunun, oksaloasetat ve propionil-CoA olusturmak iizere
metilmalonil-CoA'dan piruvata aktarilmasini saglayan transkarboksilasyon reaksiyonudur.
flgili enzim, bilinen yapmin ii¢ alt biriminden olusan karmasik, biyotine bagimli bir

karboksitransferazdir (Thierry vd., 2011b).

PAB’larin temel enerji gereksinimleri bu reaksiyon sayesinde karsilanmaktadir. Her
reaksiyona giren glikoz molekiilii 4 ATP’lik enerjiye doniistiiriillmektedir. Bu reaksiyonda
tiretilen propiyonik asitin asetik asite orani 2:1 seklinde olup 5:1 oranina kadar artabilmektedir

(Stackebrandt vd., 2006).

Klasik ve Deri propiyonik asit bakterilerinin temel besin ihtiyaglar1 benzerdir. Tiim
tirler metabolik faaliyetlerini gerceklestirebilmek icin pantotenik asit ve biotin ihtiyaci
duyarken, bazi tiirler tiamin ve para-aminobenzoik asit gibi ihtiyaglar1 da olmaktadir. Maya
ekstraktinin birgok tiiriin gelisimini destekledigi de birgok ¢alismada goriilmiistiir. PAB’larin
bircok tiirii gelismek i¢in aminoasit ihtiyact duymazken, tiim aminoasitleri iceren sindirilmis

kazein ekli besiyerlerinin gelismeyi olumlu etkiledigi de bilinmektedir (Onal-Darilmaz, 2010).

2.2.3. Propiyonik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasi

PAB’larin tanimlanmasi i¢in Onerilen birgok farkli yontem bulunmaktadir. PAB’lar
genellikle biyokimyasal testler ile tamimlansa da son 20 yilda molekiiler tanimlama
yontemlerinde hizli bir gelisme yasanmistir. PAB’larin tanimlanmasinda kullanilan geleneksel
yontemler farkli analiz siireleri gerektirdigi icin sonuclar1 etkilemekte bu da sonuglarin

degerlendirilmesinde problem olusturabilmektedir.

Restriksiyon enzim analizi, rastgele olarak amplifiye edilen polimorfik DNA (RAPD),
vurgulu alan jel elektroforezi ve ribotipleme gibi farkli tanimlama yontemleri de PAB’larin
tanimlanmasi i¢in kullanilmakla birlikte sus bazinda bu yontemlerin de dogru tanimlama

yapamadig bildirilmistir (Onal-Darilmaz, 2010).
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Tilsala-Timisjarvi ve Alatossava (2001) 16S-23S rRNA aralayici sekanslarindan
spesifik primer g¢iftlerini tireterek, tlirlerin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile tanimlanmasi
icin kullanmustir. Propionibacterium acidipropionici, P. freudenreichii subsp. freudenreichii
ve subsp. shermanii, P. jensenii ve P. thoenii tiirleri arasinda dizilerin biiyiik farkliliklar

gosterdigi belirlenmistir.

PZR yaklagimli tanimlama yontemlerinden biri olan. multiplex PZR yontemi PAB’lara
0zgii olan 16S rDNA dizisinde bulunana oliganiikleotid gd1 (5-TGCTTTCGAT ACGGGT
TGAC) baglidir. Bu oligoniikleotid bak1lw (5-AGTTTGATCMTGGCTCAG) ve bak4 (5' -
AGGAGGTGATCCARCCGCA) primerleri ile 900 ve 1500 baz ¢ifti biiyiikliigiinde es zamanli
2 fragment olusturmaktadir. Bu yontem gidalarda bulunan PAB’lart hizli bir sekilde
belirleyebilmek i¢in kullanilabilmektedir (Meile vd., 1999).

Molekiiler tanimlama yontemleri oOzellikle klinik ve c¢evresel uygulamalarda
mikroorganizmalarin tanimlanmasi igin yaygin olarak kullanilsa da gida kaynakli
mikroorganizmalarin tanimlanmasinda DNA sablonunun hazirlanmasi sirasinda matriks
kaynakli problem olusturmasindan dolayr daha az tercih edilmektedir. Ayrica molekiiler
tanimlama yontemlerinin uzun hazirlik siire¢leri ve uzman personel gerektirmesi alternatiflerin

gelistirilmesine neden olmustur.

Kisa analiz siireleri ve yliksek derecede dogru tanimlama oranlari, kiitle spektrometrik
yontemlerini  bakteriyel kemotaksonomi ig¢in ¢ekici hale getirmistir. Bakterilerin
karakterizasyonu igin kiitle spektrometresi kullanimi1 Anhalt ve Fenselau tarafindan 1975 gibi
erken bir zamanda arastirilmigtir. Son zamanlarda, kiitle spektrometresi uzmanlar1 farkli
molekiillerin agirliklarini 6l¢ebilmek icin farkli iyon kaynaklari ve detektorleri tasarlamiglardir.
Cain vd. bozulan hiicrelerden izole edilen proteinlerin analizine dayanarak bakterileri ayirt
etmek i¢in matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresinin
(MALDI-TOF-MS) kullaniminin uygun oldugunu bildirmislerdir (Cain, Lubman, Weber ve
Vertes, 1994).

2.3. Matriks ile Desteklenmis Lazer Desorpsiyon/Iyonizasyon Ucus Zamam Kiitle
Spektrometresi (MALDI-TOF-MYS)

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda mikroorganizmalarin rutin tanimlama

islemlerinde MALDI-TOF-MS teknolojisinin kullanimi1 giderek artmaktadir. Geleneksel
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tanimlama yontemleri ile bir¢ok bakterinin dogru tanimlanmasi ¢ok biiyiikk bir oranda
yapilabilmektedir. Ancak bu yontemlerin ekonomik maliyetleri ¢ok yiiksektir ve sonug alma
stireleri ¢ok uzundur. PZR tabanli tanimlama yontemleri kullanildiginda bile tanimlama sinirli
olmaktadir, mikroorganizmanin Gram pozitif/negatif ozellikleri, Enterobacteriaceae,
Neisseria, Haemophilus grubu gibi ayirimlarin 6nceden belirlenmesi gerekmektedir. Genotipik
tanimlama ise, 0zel bazi mikroorganizmalara 6zgli oldugu ve pahali oldugu icin rutin
laboratuvar galismalarina uygun degildir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, MALDI-
TOF-MS teknolojisinin mikroorganizmalarin rutin tanimlanmasinda kullanilmaya baglanmasi
cigir acmustir (Fox, 2006). Bu yontemde, organizmalarin protein yapilarinin kiitle
spektrofotometresinde iyonizasyonu ve dl¢ililen m/z degerlerine gore elde edilen spektrumlarin
sistemin veri tabanindaki referans bilgilere uyumuna gére mikroorganizmalarin cins ve tiirleri
tanimlanabilmektedir. Bu yontem sayesinde besi ortamindan direkt izole edilerek iiretilmis
aerobik ve anaerobik mikroorganizmalar ¢ok kisa bir siire i¢inde ve ¢ok genis bir veri tabaninda

cins ve tiir diizeyinde hatta sus bazinda dogru olarak tanimlanabilmektedirler (Seng vd., 2009).

MALDI-TOF-MS, niikleik asitler, peptitler, proteinler gibi birgok farkli biyomolekiilii
tespit edebilir. Bu sistem, proteinlerin parmak izlerinin tiretilmesi ve ardindan bir veri tabaninda
referans spektrumlarla karsilagtirilmasi ile mikroorganizmalarin tanimlanmasini saglar. Tiim
kiitle spektrometrik yontemlerin temel prensibi, notr bir molekiiliin iyonlastiriimasi ve daha
sonra elde edilen primer iyonlarin ve bunlarin alt iiriinlerinin yiiksek vakumda dogru bir sekilde
belirlenmesidir. Tipik bir kiitle spektrometresi ti¢ ana bilesenden olusur: bir iyon kaynagi, bir

kiitle analizorii ve detektor (Pavlovic, Huber, Konrad ve Busch, 2013).

MALDI sistemleri organik bilesiklerin i¢inde gomiilii olan biyomolekiilleri
parcalamadan iyonize eder. Tanimlanacak ornek ilk dnce bir matriks bilesigi ile kristallestirilir.
Protein analizi igin uygun matrisler: 2,5-dihidroksibenzoik asit (DHB), o-siyano-4-
hidroksisinnamik asit (CHCA) veya 3,5-dimetoksi-4-hidroksisinnamik asit (sinapinik asit,
SA) tir. Kiigiik organik bilesik radyasyonu bir UV lazerden emer ve enerjiyi proteinlere aktarir.
Proteinler bozulmadan iyonize olurlar. MALDI sistemindeki iyonizasyon iki asamadan olusur.
Lazer atisinin enerjisi ideal olarak sadece matriks tarafindan emilmelidir. Lazer vuruslari uygun
frekansta belirlendiginde, bir kismi buharlagmis ve buharda bulunan intakt polimeri tasiyan
polimer zincirlerinin elektrik yiiklenmesine neden olan matrikse enerji aktarilir. Boylece
matriks buharlasarak iyonlarin 6rnege tasinmasini saglar. Iyonizasyon ile her molekiil tipinden

bir ¢esit iyon elde edilir. Gaz fazina girdikten sonra, yiiklii molekiiller daha sonra bir elektrik
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alaninda hizlandirilir, kiitle/ytik kiitle degerlerine (m/z) gore bir kiitle analiz cihazinda ayrilir

ve bir dedektor ile belirlenir (Holland vd., 1996). Sekil 2.4’te ¢alisma prensibi gosterilmistir.

Farkli dedektor ¢esitleri mevcuttur. MALDI-TOF-MS sisteminde TOF (time of flight)
ucus zamani analizleri kullanilir. TOF analizerler, ayni elektrik alaninda hizlanan tiim iyonlarin
ayni kinetik enerjiye sahip olduklar1 ger¢eginden yararlanirlar. Elektrik alanindan ayrildiktan
sonra ugus tiiptine girerler ve kiitlelerine bagli olarak farkli hizlara sahiptirler. Biiytik iyonlarin
ucus tlipiinden gegmesi kii¢iik iyonlardan daha fazla zaman alir. TOF kiitle spektrumu zamana
bagl bir fonksiyon olarak, belirleyici sinyalin kaydedilmesini saglar. Kiitlenin (m) bir

) 1/2

molekiiliiniin ugus zamani ve bu mesafeyi gegerken yiiklendigi yiik (z) (m/z)*“ye orantilidir.

Zaman ve (m/z)Y? arasindaki iliski iyonlarim kiitlelerini hesaplamada kullamilir (Yalinay Cirak,
2010).
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Sekil 2.4. MALDI-TOF-MS ¢aligma prensibi
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MALDI-TOF-MS yonteminin en 6nemli limiti kullanilan veri tabaninin gesitliligidir.
Tanimlanmak istenen mikroorganizmalarin profilleri referans olarak kullanilan kiitle
spektrometrik profillerinin kalitesine ve miktarina bagli olarak tanimlanabilmektedir (Holl,

Behr ve Vogel, 2016).

Tanimlanma prosediirii izolatin matriks soliisyonu ile karigtirilip 6rnek tablosuna
yiiklenmesiyle baslar. Ornek tablosunun biiyiikliigiine bagh olarak 16 ile 384 6rnek ayni anda
yiikleme yapilip cihazda okunabilir. Cihaza yiikleme yapildiktan sonra yiiksek vakum
uygulamasi baglar. Vakum tamamlandiktan sonra lazer atiglar1 baglar. Lazer enerjisi ile
mikroorganizma ve matriks ¢ozeltisi buharlasir. Bu da ribozomal proteinlerin iyonlasmasina
neden olur. Elektromanyetik alanda iyonla hizlanarak ugus tiipiine girer ve ugus siiresi iyonlarin
dedektore ulasmasina bagli olarak Olgiiliir. Proteinlerin iyonlasma derecesi ve kiitlesi ugus
zamanlarim1 belirlemektedirler. Ugus zamanlarina bagli olarak da her o6rnek icin spesifik

spektrum elde edilir (Angeletti ve Ciccozzi, 2019).

Bilgisayar yazilimi, toplanan spektrumlari ¢ok ¢esitli izolatlar iceren bir referans veri
taban1 ile otomatik olarak karsilastirir. Bu yazilim referans ile 6rnegin spektrumunu
karsilastirarak numerik bir deger (skor) hesaplamaktadir. Bu skor degeri, kimligin gecerliligi
hakkinda bilgi verir. 2,0'n {izerinde bir puan degeri genellikle gecerli bir tiir seviyesi
tanimlamasi olarak kabul edilir. 2,0 ve 1,7 arasindaki degerler giivenilir cins diizeyinde
tanimlamalar1 temsil eder. 1,7’nin altinda ki skorlar i¢in mikroorganizmanin tanimlanmasi
giivenilir degildir. Ayrica yazilim, giivenilirlik kontrolleri i¢in en iyi eslesmenin yaninda ek
sonuglar1 da goriintiiler (Wieser, Schneider, Jung ve Schubert, 2012). MALDI-TOF-MS ile

mikroorganizma tanimlanmasinin akis semast Sekil 2.5°te gosterilmistir.

MALDI-TOF-MS sistemleri daha ¢ok klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutinde
kullanilsa da bugiine kadar gida ile ilgili mikroorganizmalar i¢in de pek ¢ok ¢aligma yapilmistir
(Duskova, Sedo, Ksicova, Zdrahal ve Karpiskova, 2012; Holl vd., 2016; Nacef, Chevalier,
Chollet ve Flahaut, 2017; Vorob’eva, Khasaeva, Vasilyuk ve Trenquil, 2011).

Izolasyon kaynagindan bagimsiz olarak bakterilerin geleneksel fenotipik tanimlamasina
paralel olarak rutin MALDI-TOF kiitle spektrometresi tanimlamasini incelendigi bir ¢alismada
koloniler (dogrudan MALDI-TOF plakasi iizerine birakilan izolat bagina 4 nokta), bir Autoflex
IT Bruker Daltonik kiitle spektrometresi kullanilarak analize alinmistir. Peptit spektrumlari

Bruker BioTyper veritabani stirim 2.0 ile karsilastirilmistir. Analiz edilen 1660 bakteriyel
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izolatin %95,4i MALDI-TOF kiitle spektrometresi ile dogru bir sekilde tanimlanmistir;
%84,1'1 tlir diizeyinde, %11,3'i cins diizeyinde belirlenmistir. MALDI-TOF kiitle
spektrometresinin belirlenmesi igin gerekli ortalama siire 1 izolat i¢in 6 dakikadir. Bu ¢alisma
MALDI-TOF kiitle spektrometresinin, rutin tanimlama i¢in ekonomik ve hizli yontem

oldugunu gostermistir (Seng vd., 2009).

Laktobasillerin tanimlanmasi igin yapilan bir ¢alismada ii¢ yontem; Polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR), matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle
spektrometresi (MALDI-TOF-MS) ile 16S rDNA Msel ile kisith kisitlama analizi (16S-
ARDRA) uygulanmistir. Bu yontemler Lactobacillus tiirlerini tanimlama yetenekleri agisindan
degerlendirilmistir. Ug yontem 19 adet referans Lactobacillus susu iizerinde karsilastirildiktan
sonra, sit ve et iriinlerinden izole edilen 148 sus PZR ve MALDI-TOF-MS ile karakterize
edilmistir. Suslar sirasiyla PCR ve MALDI-TOF-MS ile dokuz ve on laktobasil tiirline ayrilmig
ve bu tiirlerin dokuzu uyumlu bulunmustur. Tiir seviyesi belirlenmesinin basar1 oranlari PCR
icin %77 ve MALDI-TOF-MS i¢in %93 olarak bulunmustur. Bununla birlikte, yakindan iliskili
Lactobacillus tiirleri arasinda ayrim yapmak i¢in, MALDI-TOF-MS'nin daha giivenilir bir
tanimlama elde etmek icin genotipik tekniklerle birlikte kullanilmasi tavsiye edilmistir
(Duskova vd., 2012). Sekil 2.5’te bakterilerin kiitle spektrometrik protein parmak izlerine gore

tanimlanmasi gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Bakterilerin kiitle spektrometrik protein parmak izlerine gore tanimlanmasi. Saflastirilmis koloniden 6rnek alinmasi (A), Ornek tablosuna

yiiklenen izolatin matriks soliisyonu ile muamelesi (B), Ornegin cihaza yiiklenip okunmasi (C), izolata ait spektrumun elde edilmesi (D), Ornegin
spektrumunun referans spektrumlarla karsilastirilarak tanimlanmasi (E)
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Nacef vd. (2017) gerceklestirdikleri ¢alismada, MALDI-TOF Kkiitle spektrometresi
(MS) kullanilarak ¢ig veya pastorize siit ile yapilan Fransiz peynir Maroilles'ten izole
edilen laktik asit bakterileri profililerini belirlemislerdir. Maroilles peyniri kabugundan ve
i¢ kismindan alinan numuneler, 30 °C'de MRS agara ekim yapilmis ve 197 Gram pozitif
ve katalaz negatif izolatlar, MALDI-TOF-MS ile tanimlamaya tabi tutulmustur. Tim
izolatlar acik bir sekilde tanimlanmustir: Cig siitle yapilan Maroilles'den 105 sus (kabukta
38 ve i¢ kisimda 67) ve pastorize siitle yapilan Maroill'den 92 sus (kabukta 39 ve i¢ kisimda
53) belirlenmistir. MALDI-TOF-MS tanmimlamasi ile Lactobacillus, Enterococcus ve
Leuconostoc dahil olmak tizere LAB'a ait ii¢ cinsin tanimlanmasi yapilmis, Lactobacillus
plantarum (Lb. plantarum), Lb. paracasei, Lb. curvatus, Lb. rhamnosus, Lb. fructivorans,
Lb. parabuchneri, tiirleri en ¢ok belirlenen tiirler olmustur. Her iki tiir siit ile yapilan
Maroilles'de bulunan ortak tiir ise Lb. brevis olarak belirlenmistir. Se¢ilen suslar {izerinde
gerceklestirilen 16S rDNA tabanli tanimlama ile elde edilen sonuglar arasindaki
korelasyon gostermistir ki MALDI-TOF-MS, bakteri karakterizasyonu igin hizli,

ekonomik ve yaygin olarak kullanilabilecek alternatif bir yontemdir.

Laboratuvarlar arasi, gida ile iliskili bakterileri tanimlamak i¢in MALDI-TOF-MS
kullanilarak gergeklestirilen bir ¢alismada 16 farkli laboratuvarda Bruker Daltonics
MALDI Biyotip sistemi, VITEK MS Ruo SARAMIS, VITEK MS IVD Ruo (bioMérieux,
Fransa) ve PAPMID (Mabritec AG, Isvigre) cihazlari ve sistemleri kullanilmistir. Referans
suslar ile yapilan ¢alismada ilgili bakteri tiirleri i¢in ortalama %34 ile %100 arasinda
dogruluk oranlart elde edilmistir. Dogru tanima yiizdeleri, platform ve kullanilan veri
tabanlarindan bagimsiz olarak karsilastirilmistir. Kullanilan farkli marka cihazlarin elde
edilen sonuglar iizerinde onemli bir etkisi olmadigi goriilmiistir (Huber, Pavlovic,

Maggipinto, Konrad ve Busch, 2018).

Bagka bir ¢alismada 110 bakteri izolat1 (47 tanesi Baird-Parker Agardan, 63 tanesi
de Man, Rogosa, Sharpe agardan) MALDI-TOF kiitle spektrometresi ile analize alinmstir.
Stafilokok olmayan Baird-Parker agar izolatlarinin 47'sinde en ¢ok bulunan (n = 37)
Macrococcus caseolyticus, onu Enterococcus faecalis (n = 6) izlemistir. Corynebacterium
aurimucosum, Corynebacterium glutamicum, Cronobacter sakazakii ve Enterococcus
faecium da tanimlanmistir. 63 Lactobacillus olmayan izolat arasindan 18 izolat
Leuconostoc mesentroides, 17'si Enterococcus faecalis, 140 Lactococcus lactis, 5’1

Enterococcus durans, 5’i Lactococcus garvieae, 2’si Leuconostoc pseudomesenteroides ve
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pusudiosetosus pusudiocios olarak tanimlanmistir. Enterococcus faecalis, her iki ortam
tirtinden elde edilen tek tiir olup, tiim izolatlar tiir seviyesinde basariyla tanimlanmistir. Bu
calismanin sonuglarina gére, MALDI-TOF kiitle spektrometresinin peynirlerden izole
edilen laktik asit bakterilerinin taniminda basarili olarak kullanilabilecegi bildirilmistir

(Ledina vd., 2018).

Tiirkiye’de geleneksel peynirlerden izole edilen laktik asit bakterilerini tanimlamak
icin yapilan bir ¢alismada MALDI-TOF-MS yontemi tercih edilmistir. Geleneksel olarak
yapilan 21 peynir 6rneginden toplam 150 laktik asit bakterisi (LAB) izolat1 elde edilmistir,
MALDI-TOF MS analizi kullanilarak bunlardan 100 cins seviyelerinde Leuconostoc
(10), Lactobacillus (46) ve Enterococcus (44) olarak tanimlanmistir. 71 sus Enterococcus
durans (6), E. faecalis (18), E. faecium (24), E. italicus (2), Lb. brevis (1), Lb. paracasei
(2), Lb. plantarum (1), Lactococcus lactis (3), Leuconostoc lactis (1), Leu. mesentroides
(11) ve Streptococcus parauberis (2) tiir seviyelerinde tanimlanmistir (Kanak ve Yilmaz,
2018).

Propiyonik asit bakterilerini MALDI-TOF-MS ile tanimlamayi amacglayan bir
calisma Vorob’eva vd. tarafindan (2011) gerceklestirilmistir. PAB’larin karakteristik
protein pikleri (3496, 5386, 5605, 10 470) elde edilen spektrumlarda gézlemlenmistir.
Ayrica B12 vitamini {ireten ve iiretmeyen P. shermanii suslart MALDI’de elde edilen
parmak izi profilleri ile ayirt edilebilmistir. MALDI profilleri kullanilarak belirlenen
bakteri gruplari, filogenetik 16S rRNA gen gruplar ile korelasyon gostermis, boylece bu
yontemin, spesifik olmayan farkliliklarin (alt tiirler, suslar) ayirt edilebilmesi igin

kullanilabilecegi kanitlamistir.

Literatiir incelemeleri MALDI-TOF-MS in bakterilerin tanimlanmasinda hizli,
giivenilir ve ekonomik bir yontem oldugunu gostermistir. Ayrica propiyonik asit bakterileri
de bu yontemle sus bazinda ayrim yapilabilmektedir. Biitiin bu bilgilerin 15181nda bu
calismada hem yenilik¢i hem ucuz hem de hizli olmasi nedeniyle bu tanimlama yontemi

tercih edilmistir.

2.4. Propiyonik Asit Bakterilerinin Probiyotik Onemi

Probiyotikler denince agirlikli olarak bifidobakteriler ve laktik asit bakteriler akla

gelmektedir. Bununla birlikte, klasik propiyonibakterilerinin de heniiz ¢ok bilinmeyen
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probiyotik Ozellikler sergiledigine dair c¢alismalar mevcuttur. Bilinen teknolojik
uygulamalarina ek olarak, klasik propiyonibakterileri, umut verici probiyotik 6zellikleri
nedeniyle giderek daha fazla dikkat gekmektedir. Propionibacterium spp. folik asit, prolin,
konjuge linoleik asit ve B12 vitamini gibi insan sagligii artiran ¢ok c¢esitli biyolojik
bilesikler iiretebilir ve bakteriyosinler veya antifungal bilesikler gibi birkag¢ farkli biyo-
koruyucu bilesik sentezleyebilir (Rabah, Rosa do Carmo ve Jan, 2017).

Glinlimiize kadar propiyonik asit bakterilerinin insan sagligini olumlu yoénde
etkileyebilecek bazi 6zellikleri arastirilmis ve bu bakteriler probiyotik mikroorganizmalar
olarak onerilmistir. Bazi1 PAB suslar1 sadece probiyotik preparatlarda kullanilir veya laktik
asit bakterileri ve/veya bifidobakteriler ile birlesim halinde kullanilmaktadir. Yapilan
klinik caligmalarda da PAB’lar genellikle birden fazla farkli probiyotik karigimlarin i¢inde,
nadiren de tek olarak arastirilmiglardir. Asagida PAB’larin bilinen en 6nemli probiyotik

ozellikleri listelenmistir;

e B12 vitamini iiretimi,

e Konjuge yag asitleri tiretimi

e [B-galaktosidaz enzimini firetebilmesi ve bagirsakta safra tuzlarinin emilimini
kolaylastirmast,

e Antimikrobiyel aktiviteleri

o Urettikleri bakteriyosin ile Listeria monocytogenes, Escherichia coli ve Yersinia
enterocolitica gibi patojenlere kars1 antimikrobiyal etki gostermesi

e Bifidobakterilerin gelisimini sitlimiile ederek kolon hareketini diizenlemesi,

e [Laktoz sindirimini kolaylastirmasi,

e Bagirsak mikrobiyotasini diizenlemesi,
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2.5. Konjuge Linoleik Asit

2.5.1. KLA Kimyasal Yapisi

Gidalarda en ¢ok bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri, esansiyel yag asitlerinin
tipik 6zelligi olan cis formlarinda karbon ¢ift baglar1 arasinda bir metilen bazi igerir.
Konjuge yag asitleri ise pozisyonel ve geometrik formlarinda konjuge ¢ift baglar
icermektedir. Dogada birgok farkli konjuge yag asiti bulunmaktadir. Konjuge linoleik
asitler (KLA) hakkinda en ¢ok ¢alisma yapilan yag asitlerinden biridir (Ogawa vd., 2005).

Konjuge yag asitleri; cis-trans, trans-cis, cis-cis ve trans-trans olmak tizere dort
farkli geometrik konfigiirasyonda 24 farkli KLA olusturabilirler. Dogada en ¢ok rastlanan
KLA izomerleri Cizelge 2.2°de gosterilmistir. KLA, pozisyonel (7,9-11,13-) ve geometrik
(cis-cis, cis-trans, trans-cis veya trans-trans) linoleik asit izomerleri (cis9, cis12-18: 2)
karigimidir. Parodi (1977) ilk kez c9-t11 izomerini ruminant siit yagindan elde ederek
tanimlamig ve daha sonra “rumenik asit” olarak adlandirmigtir. Sonra yapilan ¢alismalarla
slit yaginda bulunan baskin izomerin €9-t11 (%75-90) olmasina karsilik diger izomerlerin
de t10-c12, t9-t12ve t7-c9 degisen oranlarda bulundugu tespit edilmistir (Bauman,
Baumgard, Corl ve Griinari, 1999).

Cizelge 2.2. Dogada en sik bulunan KL A izomerleri

cis-9, trans-11 trans-9, cis-11 cis-10, cis-12
cis-10, trans-12 trans-10, cis-12 trans-10, trans-12
cis-11, cis-13 trans- 9, trans-11 cis-9, cis-11

KLA’nin neredeyse tiim cis ve trans- izomerik kombinasyonlar1 gidalarda
tanmimlanmistir. Bununla birlikte, diyette en sik bulunan KLA izomeri cis-9, trans-11, okta
dekadienoik asittir (c9-t11 KLA). Aksi belirtilmedikge KLA'nin bir izomer karigimini
gosterdigi bilinmelidir. Eger, c9-t11 KLA seklinde izomer belirtiliyorsa bu gosterim sadece
o molekiile karsilik gelmektedir. Bu ayrim 6nemlidir ¢linkii farkli izomerlerin in vivo farkl

aktiviteleri vardir (Kelly, 2001).

Baskin izomer ¢9-t11’den bagka 6nemli biyoaktif 6zelliklere sahip olan izomer t10-

€12 izomeridir. Sekil 2.6’da linoleik asit ve bu izomerlerin 3 boyutlu gosterimi verilmistir.
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Bu iki izomerinin saglik etkileri bazen farkli, ¢ogu zaman da zit yondedir. Cesitli hayvan
denekleri tizerinde yapilan g¢alismalar c9-t11 KLA izomerinin biiyiimeden sorumlu
oldugunu ve diger izomer t10-c12 KLA izomerinin ise viicut yagini azaltmada etkili

oldugunu gostermistir.

A

Sekil 2.6. Konjuge linoleik asit izomerlerinin ve linoleik asidin kimyasal yapisinin 3
boyutlu gosterimi (A) t10-c12 oktadekonoik asit, (B) c9-t11 oktadekonoik asit ve (C) c9-
c12 oktadekonoik asit (linoleik asit)

KLA ile ilgili caligmalarin artmast 1979 yilinda yayimlanan ve KLA nin pisirilmis
sigir etinde antikarsinojenik ve mutajenik etkilerinin belirtildigi ¢alisilmaya baslanmis ve
daha sonra obezite, diyabet ve bagisiklik sistemi {izerine olumlu etkileri olugunun kesfiyle
giderek artmustir (Mcguire ve Mcguire, 1999; Pariza vd., 1979). KLA’nin en temel
kaynagimnin hayvansal gidalar olmasi ve bu tiriinlerin fermentasyon gibi bazi prosesler ile
arttirilmasina yonelik ¢alismalar mevcuttur (Campbell, Drake ve Larick, 2003; Coakley
vd., 2007; Kishino, Ogawa, Omura, Matsumura ve Shimizu, 2002; Sieber, Collomb,
Aeschlimann, Jelen ve Eyer, 2004).

2.5.2. Ticari KLA Uretimi

Normal olarak, KLA'lar1 kimyasal olarak sentezlemek i¢in ii¢ iiretim yolu
onerilmistir: (1) Alkali izomerizasyonu, (2) Hidroksi yag asitlerinin dehidrasyonu ve (3)

Asetilenik baglarin indirgenmesi. Bunlar arasinda, substrat olarak linoleik asit veya
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linoleik asit agisindan zengin bitkisel yaglar kullanilarak gerceklestirilen alkali katalizli
izomerizasyon, KLA izomerlerinin karigimini veren en baskin yontemdir (Gong, Hu, Wei,
Jin ve Wang, 2019).

Alkali izomerizasyon etilen glikol, gliserol, dimetil siilfosid (DMSO), tert-butanol
ve su gibi farkli solventlerin lityum, sodyum ve potasyum gibi katalizrler kullanilarak
genellikle ticari olarak KL A ftiretmek i¢in tercih edilir (Pariza, 2004). Sentetik olarak
iiretilen KLA izomerlerinin sagliga etkileri tiiketicilerde siiphe uyandirdigr i¢in dogal

yollarla sentezlenen KLAya ilgi artmistir.

KLA dogal olarak linoleik asitin rumende bakteriyel biyohidrojenasyonu ile et ve
stt trtinleri gibi ruminant gida trlinlerinde bulunur. Biyohidrojenasyon; doymamis yag
asitlerinin izomerizasyonla doymus yag asitlerine doniistiiriilmesi ve rumen bakterileri
tarafindan doymamis yag asitlerinin hidrojenasyonunu icine alan genel bir terimdir. KLA
rumendeki Butyrivibrio fibrisolvens ve diger rumen bakterileri tarafindan linoleik asitin
stearik asite biyohidrejenasyon prosesi sirasinda ara madde olarak veya t-11 C18:1’in
endojen doniisiimiinden meydana gelmektedir (Bauman vd., 1999)

KLA’nin dogal olarak sentezi hem diyet alinan linoleik asitin rumende gerceklesen
mikrobiyal enzimatik reaksiyonlar ile sentezi hem de meme bezlerinde vaksenik asit
sentezi seklinde gerceklesmektedir. Bu nedenden dolayr KLA’nin en temel kaynagi siit ve

stit Girtinleridir (Cossignani ve Blasi, 2019).

2.5.3. KLA Biyosentezi

Yapilan ¢aligmalar KLA’nin dogal olarak ruminant hayvanlarda sentezlenmesi i¢in

iki ayr1 mekanizma oldugunu kanitlamigtir

Birinci mekanizma gevis getiren hayvanlarin rumenlerinde ger¢eklesen mikrobiyal
biyohidrojenasyon, doymamis yag asitlerini bagirsak biyotas: ile doymus yag asitlerine
doniistiirme islemidir. Biyohidrojenasyon, rumende bulunan mikrobiyal ekosistemde
yaygin olan essiz bir biyolojik siiregtir. Butyrivibrio fibrosolvens’in sahip oldugu bir enzim
olan linoleat cis-12, trans-11 izomeraz enzimi ile rumende bulunan cis-9, cis-12 linoleik
asitin 12. karbonunda bulunan ¢ift bag 11. karbona tasinarak cis/cis olan konfigiirasyon

cis/trans haline doniistiiriir (Fritsche vd., 1999).
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KLA’nin (c9-t11) dokulara emilmeyen kismi KLA rediiktaz enzimi sayesinde
vaksenik asite doniigiir. Tipik bir yem diyeti ile beslenen hayvanlarda, ruminal igeriklerde
bulunan baslica biyohidrojenasyon ara maddesi trans-vaksenik asittir (trans-11 C18: 1, t-
VA). Trans-vaksenik asit (t-VA), rumende doymus yag asidinin ve doku seviyesinde
konjuge linoleik asidin sentezi i¢in bir Oncii gorevi goriir. t-VA, rumende stearik asit

olusturmak tizere indirgenir (Griinari vd., 2000; Kelly, 2001).

Ikinci yontem ise dokularda KLA sentezlenmesidir. KLA sentezi memeli adipoz
dokularinda ve memeli salgi bezlerinde gerceklesmektedir. Rumende iiretilip dokulara
gecis yapan t-VA meme salg1 bezlerinde ve adipoz dokulardaki A-9 desaturaz enziminin
aktivitesiyle linoleik aside desaturasyonunda ara {iriin olarak KLA olusturulmasidir. Sekil

2.7’de KLA ruminatlardaki KLA sentezi gosterilmistir (Bauman vd., 1999).

Linoleik asitin yani sira a-linoleik, y-linoleik ve oleik asit de rumende once t-
VA’ya, daha sonra da stearik asite doniistiiriiliir. Ancak bu yag asitlerinde ara {iriin olarak

€9-111 izomerinin sentezi olmamaktadir.
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bagirsak

Rumen
cis-9,cis-12 C18:2

cis-9,trans-11 C18:2

trans-11C18:1

™

C18:0

Meme Dokusu
cis-9,cis-12 C18:2

cis-9,trans-11 C18:2
C_ trans-11C18:1

Sekil 2.7. Ruminantlarda gerceklesen KL A biyosentezi mekanizmasi

€9-t11 izomeri gevis getiren hayvanlarin yag dokusunda bulunan toplam KLA’nin
%90’nindan fazlasini olusturan baskin izomerdir. ¢9-t11 izomerinin hidrojenasyonu ile
olusan vaksenik asit ise siit ve siit triinlerindeki baskin doymamis tekli doymamis yag
asididir. Griinari vd. (2000) siit yag asitlerindeki c9-t11 izomerinin %64’iiniin meme
dokusunda vaksenik asitten A9-desaturaz enzimi aktivitesi ile olusturuldugunu

gostermiglerdir.

2.5.4. KLA Kaynaklarn

Gidalarda KLA en ¢ok gevis getiren hayvanlardan elde edilen yaglarda
bulunmaktadir. Et, siit ve triinleri agirlikli olarak ¢9-t11 KLA izomerini i¢ermektedir.
Bunun yaninda kiimes hayvanlar1 ve yumurtalar1 da daha az olmakla beraber 6nemli oranda
KLA icermektedir. Bitkisel kaynakli gidalarda ise KLA ¢ok diisiik miktarlarda bulunabilir
(Peng, West ve Wang, 2006). Baz1 gida iiriinlerinin toplam KLA ve % c9-t11 izomeri

icerikleri Cizelge 2.3’te verilmistir.
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Cizelge 2.3. Baz1 gida maddelerinin KL A ve ¢9-t11 igerikleri (Fritsche ve Steinhart, 1998;
Lin, Boylston, Chang, Luedecke ve Shultz, 1995)

Gida tiirii Toplam KLA | c9-t11 18:2 (%)
(mg/g yag)

Et ve Balik Uriinleri

Dana Eti 4,3 85

Koyun Eti 5,6 92

Domuz Eti 0,6 82

Tavuk Eti 0,9 84

Yumurta sarisi 0,6 -

Samon Balig 0,3 -

Karides 0,6 -

Siit ve Siit Uriinleri

Siit 55 92
Tereyag 4.7 88
Yogurt 4,8 84
Dondurma 3,6 86
Krem Peynir 3,8 88
Cedar Peyniri 3,6 93
Parmesan Peyniri 3,0 90
Amerikan Peyniri 5,0 93
Yaglar

I¢ yag 2,6 84
Misir yagi 0,2 39
Aspir yagi 0,7 44
Zeytinyagi 0,2 47
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Et ve et iirlinlerinin igerdigi KLA miktar1 elde edildigi hayvanin tiiriine gore
degismektedir. Ruminantlar arasinda en yiiksek KLA igerigine 5,6 mg/g yag ile kuzu eti
sahiptir. Tek midelilerden elde edilen etler 1 mg/g yagdan daha az KLA igerirken, hindi eti
2-2,5 mg/g yag, su lriinleri de ihmal edilebilir diizeyde KLA igerir (Fritsche vd., 1999).

Balik ve deniz uriinleri sadece eser miktarlarda KLA ihtiva etmektedir. KLA
konsantrasyonu, pike veya levrekte %0,01 ile sazanlarda %0,09 oranlarinda degismektedir
(Fritsche vd., 1999).

Yumurtadaki KLA konsantrasyonlari, yumurta lipitlerinin %?2'sinden fazlasina
kadar degisiklik gosterir. Bu konuda yapilan ilk c¢alismalarda, gevis getirmeyen
hayvanlardan alinan yumurtalarda KLA igeriginin gevis getiren hayvanlardan alinan
yumurtalardakinden daha diisiik oldugunu gostermistir (Hur, Kim, Bahk ve Park, 2017).
Bununla birlikte, KLA igerigi ruminant olmayan hayvanlarda diyetin KLA ile
zenginlestirilmesi yoluyla 6énemli 6lglide arttirilabilir. Yumurta ile yapilan bir ¢alismada
%5,0 KLA igeren yem ile beslenen tavuklarin drettigi yumurtalarin 310-365 mg
KLA/yumurta icerdigi belirlenmistir. Tavuklara 1,0 g KLA/kg yem iceren bir diyetin
yaklasik 3 mg KLA/g yag i¢eren yumurtalar tirettigini gostermistir (Jones, Ma, Robinson,
Field ve Clandinin, 2000).

Aygigegi, zeytin, aspir, kolza tohumu, soya fasulyesi, yer fistig1i veya
hindistancevizi yagi gibi yenilebilir yaglar yalnizca eser miktarda KLA igerir (<%0.01).
Ayn1 sey margarin i¢in de gegerlidir. Bazi arastirmalarda margarinde ihmal edilebilir
miktarda KLA igerdigi bildirilmistir (Fritsche ve Steinhart, 1998).

Siit trlinlerinde KLA konsantrasyonu hayvanlarin diyetine bagli olarak
degismektedir. Hayvanin beslenmesi linoleik asit igeren iirlinler ile zenginlestirildiginde
elde edilen iirlinlerde KL A oraninda artis gozlenmektedir. Siit iirlinlerinde KLA igerigi inek
stittinde %0,63, yogunlastirilmis siitte %1,16, Gouda peynirinde %0,40 ve Jurassic
peynirinde %]1,70 oranlarinda olabilmektedir (Fritsche ve Steinhart, 1998). Siit iirtinlerinde
KLA igeriginin genis ¢esitliligi siit yaginin KLA igerigindeki farkliliklar1 yansittigi i¢in bu
degerler bir iiriiniin temsilcisi olarak gériilmemelidir. inek siitiinde KLA konsantrasyonu
normalde 2,0 ile 6,4 mg/g yag arasinda degismekte ve laktasyon asamasindan, rumen

mikrobiyotas: ve diyet rejiminden etkilenmektedir (Hur vd., 2017).

35



Mikrobiyal fermentasyon, siit iirtinlerinde biyohidrojenasyon yolundaki izomeraz
ve rediiktaz reaksiyonlar1 yoluyla KLA icerigindeki artiglara katkida bulunabilir. Ayrica,
islem siiresince gerceklesen sicaklik degisiklikleri de siit iirlinlerinde KLA igerigini
etkileyebilir. Peynir gibi siit iirlinleri KLA'nin en zengin kaynaklaridir, isleme ve depolama

sirasinda da gergeklesen reaksiyonlarla KLA miktar: artabilir (Abd EI-Salam vd., 2011).

Insan diyetinde bulunan en énemli KLA kaynaklari siit ve siit iiriinleridir. Diyetle
alinan gilinliik KLA aliminin yaklasik %70'ini bu iiriinler saglar, bu da 70 ila 430 mg/giin
arasinda degismektedir (Cossignani ve Blasi, 2019). Peynir siit iirtinleri i¢inde en ¢ok KLA
iceren {lriinlerden biridir. Glinliik beslenme diyeti gz oniine alindiginda toplam alinan
KLA’nin kadmlar igin %30’u, erkekler iginse %33’ii peynirden elde edilmektedir (Chin,
Liu, Albright ve Pariza, 1992).

Fermente siit iiriinlerinde KLA iceriginin son derece degisken oldugu (fermente
stitte 1,9 ile 18,5 mg/g yag; yogurtta 2,1 ile 20,8 mg/g yag), sus tipine ve starter kiiltliriin
gelisme kosullarma gore degistigi bilinmektedir. Fermente siit iiriinlerinde, KLA
konsantrasyonu daha yaygin olarak 3,4 ila 8,8 mg/g yag arasinda degismektedir (Andrade

vd., 2012).

Lavillonniére vd. (1998) yaptiklart ¢alismada islenmis peynirlerde KLA
seviyelerinin dogal peynirlerdekine gore daha yiiksek oldugunu bildirmis ve artan isleme
sicakliginin ve peynir alt1 suyu protein konsantresi ilavesinin islenmis peynir hazirlanmasi

sirasinda KL A konsantrasyonlarini artirabilecegini gostermistir.

Lin, Boyston, Chancg, Leudecke ve Shultz (1995), sert peynirler i¢in uzun
olgunlagma siirelerinin, kisa olgunlagma siirelerinden daha yiiksek KLA seviyelerine neden
oldugu bildirmislerdir. 15 peynir ¢esidindeki KLA'nin 3,59-7,96 mg/g peynir yagi arasinda
degistigini, ayrica, ii¢ Cedar tipi peynirin 6 aylik 6rneklerinde KLA'nin 3,13-3,55 mg/g yag

arasinda degistigini bildirmiglerdir.

Mozzarella ve Isvigre peynirlerinin incelendigi bir ¢alismada KLA iceriklerinin
sirasiyla 4,9 ve 6,7 mg/g yag oldugu bildirilmistir (Jiang, Bjérck ve Fondén, 1998). Lin vd.
(1995), konserve peynirin, vakumlu peynirden (sirastyla 0,303 g/100 g yag ve 0,270 g/100
g yag) dnemli olclide daha yiiksek KLA igerigine sahip oldugunu bulmuslardir. Abd El-
Salam (2011) linoleik asit agisindan zengin yag ilavesinin Ras peynirindeki toplam KLA
icerigini artirabilecegini bildirmistir. Cesitli peynirlerdeki KLA'nin farkli igerikleri,

36



agirlikli olarak ineklerin beslenme sekli, teknolojik islemede kullanilan bakteri suslar1 ve

peynirin olgunlagma siiresi ile agiklanabilir (Hur vd., 2017).

Hayvanlar merada gezinerek beslendiginde, siit yagindaki KLA igerigi ineklere bir
yem karigimi verildiginden ¢ok daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu veriler, linoleik asit
ile zenginlestirilmis beslenmenin ruminal bakteriler tarafindan fermentasyon yoluyla siit
ve peynirdeki KLA igerigini artirabildigini gostermektedir (Domagata, Sady, Grega,
Pustkowiak ve Florkiewicz, 2010). Peynir islemenin, ornegin sicaklik, mikrobiyal
fermentasyon veya olgunlasmayla ilgili degisikliklerin KLA iiretimi tizerindeki etkisi
mevcuttur. Buccioni vd. (2010) doymamuis yag asitlerinin, dzellikle de ¢ift baglarin konjuge
oldugu yag asitlerinin, 100 °C'nin altindaki orta derecede 1sinmaya duyarli olabilecegini ve

bu ¢aligma kosullarinin KLA olusumunu destekleyebilecegini bildirmistir.

Laktik asit bakterileri, bifidobakteriler ve bazi1 propionibakterileri peynirde starter
kiiltir olarak kullanilir ve linoleik asidi KLA'ya etkili bir sekilde donistiirebilir
(Cossignani ve Blasi, 2019). Dolayisiyla, KLA ile zenginlestirilmis peynirler tipik olarak
KLA ile zenginlestirilmis siitten kaynaklanir ve baslangic kiltiirleri de KLA

konsantrasyonu iizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir.

2.5.5. KLA’nin Saghga Etkileri

Obezite, kanser, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar da dahil olmak iizere birgok
hastaligin 6nlenmesi ve tedavisinde faydali etkileri nedeniyle KLA’lar arastirilmistir.
KLA’nin saglik iizerinde etkileri 1987'de antikanser fonksiyonunun ilk kez
raporlanmasiyla baslamis ve 1997'de antiobezite 6zellikleri kesfedildiginde genislemistir

(Ha vd., 1989; Mcguire ve Mcguire, 1999).

Pariza ve arkadaslari Wisconsin Universitesi'nde et ekstraktlarmnin KLA
iceriginden dolayr antikanser oOzellik gostermesini kesfiyle KLA’ nin saglik iizerinde

olumlu etkileri olabilecegi gbzlenmistir (Ha vd., 1989).

KLA'min fareler, domuzlar da dahil olmak iizere hayvanlarda antiobezite ve
hipolipemik etkileri oldugunu gosteren bir¢ok ¢alisma vardir. KLA'nin viicut yagi azaltma
etkisinin insanlarda de gozlendigine dikkat ¢ekilmis, fakat sonuglar genellikle farkliliklar

gostermistir. (Poonam, Pophaly, Kumar, De ve Singh, 2012).
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Obez ve diyabetik farelerde yapilan bir ¢alismada, %1,5 oraninda KLA aliminin
(%47 c9-t11 , %47,9 t10-c12) kilo alimin1 azalttigina ve hayvanlarin toplam viicut yagini
azalttigina dair kanitlara ragmen, sasirtici bir sekilde bunun insanlarda da gegerli oldugunu

gOsteren ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Fuke ve Nornberg, 2017).

Norveg’te gergeklestirilen bir ¢alismada fiziksel olarak aktif kisilerin 12 hafta
boyunca 1,8 g/giin KLA karisimi ve zeytinyagi alan bir kontrol grubu arasindaki viicut
agirhgindaki degisiklikler gozlemlenmis ve KLA tiiketen grubun viicut yaginda %4'liik bir
azalma oldugunu bildirilmistir (inang, 2006).

Obez kisilerde viicut yagmin azaltilmasi i¢in 3 ay boyunca 3,4 g/giin KLA (%75
saflik; c9-t11 ve t10-c12 18:2, 1:1 oraminda karisim) alinmast gerektigi tahmin
edilmektedir. 1 yillik KLA takviyesinin (trigliserit formunda 3,4 g/giin) saglikli insanlarin
viicut yag kiitlesini azalttig1 bildirilmistir (Kurban, 2006).

Yag metobolizmasi ile ilgili yapilan baska bir ¢alismada 0,5 g KLA/giin igeren bir
diyet ile toplam HDL-kolesterol konsantrasyonlar1 %8 artarken, LDL/HDL kolesterol
orani énemli Olglide azaldigi bildirilmistir (Moloney, Yeow, Mullen, Nolan ve Roche,
2004). KLA'nin yiiksek yogunluklu lipoprotein metabolizmasi tizerinde de olumlu etkileri
olmustur (Moloney ve ark. 2004). KLA'nin 6nemli izomeri ¢9-t11 abdominal obez insanlar
iizerinde 6nemli spesifik metabolik etkileri gdstermistir. Insan gereksinimi belirlenmemis
olsa da, insanlar i¢in KLA'nin en sik bildirilen alim 6nerisi 0,8 g/giin (0,6-3,0 g/giin) olarak
bildirmislerdir (Siruana ve Calsamiglia 2016).

KLA ve kanser tizerine ilk ¢aligma Knekt vd. (1996), siit tiiketimi ile meme kanseri
arasindaki ters bir iligkinin KLA'nin etkilerinden kaynaklandigini ifade etmislerdir. Ip ve
Scimeca (1997), KLA'nin meme tiimoriiniin inhibe edilmesindeki etkisini, diyet linoleik
asit dozundan bagimsiz olarak tanimlamistir. Bu aragtirmacilar farelerin diyetine %0,5-2,0
arasinda KLA ilave etmisler ve KLA'min antikarsinojenik aktivitesini %1 KLA

konsantrasyonunda maksimum bulmuslardir.

KLA’nin ¢9-t11- ve t10-c12- izomerleri, kemirgen modellerinde kimyasal olarak
indiiklenen meme karsinogenezini onlemede, kismen anjiyogenezi inhibe ederek esit
derecede etkili gibi gortiniirken, t10-c12-KLA izomeri p53 yanitinin ortaya ¢ikarilmasi ile
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunun inhibe edilmesinde c9-t11-KLA’dan

daha etkili oldugu gézlenmistir (Kemp, Jeffy ve Romagnolo, 2003).
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KLA'min kolon kanserine kars1 koruyucu etkisi {izerine arastirmalar mevcuttur ve
molekiiler etki mekanizmalart tanimlanmistir. 2004 yilinda Park vd. farelerde
dimetilhidrazin ile indiiklenen kolon kanserinin incelenmesi sonucu, kanser insidansinin
azaltilmasimin %1 KLA tiikketimi ile iligkili oldugunu géstermistir (Kim, Kim, Kim ve Park,
2016).

Lee vd., KLA'nin baslangi¢ ve ilerleme gibi kanserin farkli evrelerine karsi etkili
oldugunu bildirmis ve 22 giinliik bir ¢alismada tavsanlarda KLA'nin anti-aterojenik etkisini
(0,5 g/giin'de) bulmuslardir (Virsangbhai, Goyal, Tanwar ve Sihag, 2020).

Glikoz metabolizmasinda da KLA’nin olumlu etkileri oldugu bilinmektedir. Obez,
diyabetik si¢anlarla yapilan ¢alismalarda, %1,5 KLA ilaveli beslenmenin 2 hafta iginde
bozulmus glikoz toleransini normallestirdigi ve KLA'nin etkisinin, farmasétik ajan olan
troglitazonunkine benzedigi bildirilmistir. KLA'nin antidiyabetik etkisi troglitazonun
etkisine benzer PPARY aktivasyonundan kaynaklandigi, ¢linkii KLA'nin PPARy agonisti
olarak hareket ettigi bildirilmistir (Houseknecht vd., 1998).

KLA ayrica bagisiklik fonksiyonlar iizerinde de etkiler gostermistir. Farelerde,
%1,0 KLA diyeti ile beslenen hayvanlarda dalak imiinoglobulin A (IgA), IgG ve IgM
diizeyleri artarken IgE 6nemli 6lglide azalmaktadir (Sugano, Tsujita, Yamasaki, Noguchi
ve Yamada, 1998).

Watkins, Li ve Seifert (1999) kelebek beslemeli tavuklarda yiiksek KLA
tiiketiminden kaynaklanan yiiksek diizeyde kemik olusumu bildirmislerdir. Diyetle alinan
KLA, kemik iliginde, spesifik doku ve organlarda KLA birikmesine ve periosteumda en
yiiksek miktarda ve kalpte diisiik miktarda KLLA olusmasi degisikliklere neden olmustur.
KLA'min doku lipidinde cis-9, trans-11' arttirdig1 ve ayrica kemik biyobelirtegleri ve

gelisimine dahil oldugu bildirilmistir.

KLA, diger antioksidanlara gore daha giiglii bir antioksidan 6zellik gosterdigi
bilinmektedir. Butillenmis hidroksitoluen (BHT) ve alfa-tokoferolden daha etkili oldugu
caligmalar mevcuttur. Ayrica, tiyo-barbitiirik asit reaktif maddelerin (TBARS) olusumunu
baskilamada E vitamini ve biitillenmis hidroksi anisol (BHA)’dan daha giiclii oldugu
bilinmektedir (Virsangbhai vd., 2020). KLA, kemo-dnleyici ajan gibi davranarak oksidatif

stresi inhibe eder ve detoksifiye edici enzim seviyelerini azaltmaktadir. Diyete ilave edilen
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%0,25 veya daha fazla KLA'nin meme kanserojenezini inhibe ettigi ve meme dokusunda

TBARS olusumunu azalttig1 bilinmektedir.

KLA’nin bahsedilen sagliga olumlu etkilerinden faydalanabilmek icin tiiketilmesi
gerecken miktarlara yonelik ¢esitli arastirmalar mevcuttur. Cesitli metotlar kullanilarak
yapilan hesaplamalarda, dengeli beslenme ile giinliik KLA alim tahminleri 50-1.000 mg
arasinda degistigi bulunmustur (Mcguire ve Mcguire, 1999). Bununla birlikte, diyetteki
KLA aliminin ABD'de 50-250 mg/giin ve Almanya'da 350-430 mg/giin oldugu tahmin
edilmektedir. KLA alimindaki bildirilen farkliliklar muhtemelen bazi toplumlarda (6rnegin
Almanya) daha yiiksek yag tiiketimi ve bazi bolgelerde bulunan gidalardaki yiiksek KLA
konsantrasyonlart ile ilgilidir (Mcguire ve Mcguire, 1999). Amerikan diyetindeki KLA

kaynaklar1 dncelikle siit ve sigir eti tirtinleridir.

Bir y1l boyunca 6 g KLA/giin veya 2 yila kadar 3,4 g KLA/giin tiiketiminin yapilan
klinik ¢aligmalara goére giivenli oldugu diisiiniilmektedir (Onakpoya, Posadzki, Watson,
Davies ve Ernst, 2012). Mevcut genel olarak giivenli kabul edilen (Generally Recognized
As Safe-GRAS) iddiasi, “porsiyon basina 1,5 g KLA seviyesinde tiiketimin, KLA
bakimindan zengin yag igeren siit, siit tirinleri ve meyve sulari kategorilerindeki belirli
gidalar haricinde uygun oldugu yoniindedir.” Dolayisiyla, KLA'min yukarida bahsedilen
saglik etkilerini saglamak icin bir dizi gida {riiniiniin bu yag asidiyle zenginlestirilmesi

mumkuindir.

Siit ve siit {Uriinlerinin saglik tizerindeki olumlu etkileri bu iriinlerin
zenginlestirilmis formlarina da tiiketici ilgisini arttirmistir. Tiiketicilerin hem geleneksel
hem de yiiksek KLA igeren siit liriinlerinin saglik yararlari konusunda bilgilenmesi ve tiim
siit tirtinlerinin genel imajinin iyilestirilmesi, KLA ile zenginlestirilmis {iriinlerin basarili
bir sekilde pazarlanmasini saglayacaktir. Daha once kalsiyum veya vitamin agisindan
zenginlestirilmis siit satin almig olan tiiketicilerin, dengeli bir diyete yardimci olmak i¢in
KLA agisindan zenginlestirilmis peynirle ilgilenme olasiliklar1 daha yiiksektir (Peng vd.,
2006).

Siit drlinlerinin KLA ile zenginlestirilmesi i¢in en ¢ok tercih edilen yontem
mikrobiyal  sentezlenmedir. = Sonraki  boliimde  probiyotik  olarak  bilinen
mikroorganizmalarin KLA {iretim potansiyelleri agiklanacak ve gidalarda kullanim

olanaklarindan bahsedilecektir.
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2.6. KLA Sentezleyebilen Probiyotik Bakterilerin Gidalarda Kullanilmasi

Onemli miktarda KLA igeren gidalar da fonksiyonel gidalar statiisiine girmektedir
(Mcguire ve Mcguire, 1999). Bir gidanin mikrobiyal iiretim ile KLA miktarinin
arttirllabilmesi fonksiyonel bir gida elde edilmesine olanak saglayacaktir. KLA'nin
bakteriyel biyosentezi, yiiksek izomer segiciligi ve uygun saflagtirma islemi nedeniyle
ticari liretim i¢in ¢ekici bir yaklasimdir. Bir¢ok bakteri tiiriiniin serbest linoleik asidi (LA)
KLA'ya dontistiirdiigii rapor edilmistir. Simdiye kadar sadece Propionibacterium acnes ve
Lactobacillus plantarum'daki kesin KLA iireten mekanizmalar tamamen gosterilmis ve
KLA iiretiminde kullanilan rekombinant teknolojinin gelismesini saglamistir (Yang vd.,

2017).

Mikrobiyal KLA sentezi ile elde edilecek KLA konsantrasyonu ¢ok parametreli bir
prosese bagli oldugundan zenginlestirilmis gidalarda kullanilmasi i¢in yiiksek KLA iiretim
potansiyeli olan mikroorganizma se¢imi ve proses optimizasyonu dnem arz etmektedir. Bu
kisimda daha 6nce 6zellikle PAB’larin KLA iiretim yeteneklerini inceleyen ¢alismalardan

bahsedilecektir.

[k olarak Propiyonibakterilerin KLA iiretimi Verhulst tarafindan rapor edilmistir.
P. freudenreichii subsp. freudenreichii, P. freudenreichii subsp. shermanii, P. acidi-
propionici ve P. tecbnicum’un c9, t11-KLA iiretebildigi belirlenmistir (Verhulst, Janssen,

Parmentier ve Eyssen, 1987).

Jiang vd. (1998) MRS besi yerinde serbest linoleik asitten KLA iiretme kabiliyeti
acisindan bazi siit starter kiiltiirlerini analiz etmislerdir. Iki Propionibacterium
freudenreichii subsp. freudenreichii susu ve bir P. freudenreichii subsp. shermanii susunun
serbest linoleik asidi hiicre dist KLA'ya doniistiirebildigini belirlemislerdir. P.
freudenreichii subsp. freudenreichii Propioni-6 Wiesby en yiiksek KLA iretim
kapasitesine (%35,3 doniisiim) sahipken, P. shermanii AKU1254, serbest LA (4 g/L) ile
reaksiyon karigimindan 0,11 g/L KLA iiretebilmistir. Farkli LA konsantrasyonlar1t PAB’lar
tarafindan KLA {iretimini etkileyebilir, ¢iinkii gelisme susa bagl bir sekilde ¢ok yiiksek
LA seviyelerinden etkilenebilir. Ornegin, Propionibacterium freudenreichii subsp.
freudenreichii ATCC 6207, MRS ortaminda 0,10 mg/mL LA diizeyinde yiiksek oranda c9-
t11-KLA (0,17 mg/mL) iretimi gosterirken 0,20 mg/mL LA veya daha yiiksek
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konsantrasyon uygulandiginda, susun biiyiimesi biiyiik 6lgiide inhibe edildiginden, KLA

iiretimi azalmaistir.

Bifidobacterium ve Propionibacterium suslarinin, linoleik asit izomeraz aktivitesi
sayesinde KLA, konjuge a-linolenik asit (KLNA), konjuge y-linolenik asit (KGLA) ve
konjuge stearidonik asit (KSA) gibi konjuge olmayan izomerlerinden yeni konjuge yag
asitleri iiretebildigi belirlenmistir (Hennessy vd., 2011; Rainio, Vahvaselkd, Suomalainen
ve Laakso, 2002).

Rainio, Vahvaselkd, Suomalainen ve Laakso (2001)’nun yaptig1 baska bir
calismada 510 mg/mL baslangig linoleik asit seviyesinde maksimum %90 KLA verimi
elde edilmistir. Esas olarak ¢9-t11 izomeri %94 oraninda olusmustur. izomerizasyonun bu
son asamasinda 1 g hiicre kiitlesi 31mg KLA icerdiginden, bu da olusan tim KLA'larin

%46's11n hiicre materyalinde oldugu anlamina geldigi belirtilmistir.

Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii ve P. freudenreichii subsp.
freudenreichii suslarinin KLA {iretim potansiyellerinin belirlenmesi igin bir ¢aligma
yapilmistir. Aspir yagi, ayg¢igek yagi, susam yagi, misir yagi vb. zengin LA kaynaklar
olduklar1 i¢in mikrobiyal KLA iiretimi i¢in substrat olarak kullanilabilmektedir. Bu
caligmada farkli konsantrasyonlarda aygicek yagi ile takviye edilmis sodyum laktat besi
yeri (SLM), De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) besi yeri ve yagsiz siitte her iki susun da KLA
iretebildigi belirlenmistir. P. freudenreichii subsp. shermanii tarafindan 12 mg/mL
aycicek yagi iceren MRS besi yerinde 36 saatlik inkiibasyondan sonra maksimum KLA
(78,8 ng/mL) tiretimi gozlenmistir (Wang vd., 2007).

P. freudenreichii subsp. freudenreichii 23, P. freudenreichii subsp. shermanii 56
veya P. freudenreichii subsp. shermanii 51 alt tiirlerinden herhangi biri LA kaynag1 olarak
hidrolize soya yag: iceren fermente siit iirlinlerinde starter olarak kullanildiginda c9-t11-
KLA ve t10-c12-KLA, izomerlerini iiretebilmektedir. Ayrica, bu Propionibakteri suslari
ile geleneksel yogurt kiiltiirii (Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S. thermophilus; YC-
180) kombine edildiginde sadece yogurt kiiltiirleriyle hazirlanan yogurda gore daha fazla
KLA iretebilmektedirler. P. freudenreichii subsp. freudenreichii 23 ve YC-180 ile
maksimum 0,69 mg/g yag c9-t11-KLA izomeri elde edilmistir. P. freudenreichii subsp.
shermanii 56 ve YC-180 ile maksimum 0,50 mg/g yag igeren t10-c12-KLA igerigi elde
edilmistir (Gorissen, Leroy, De Vuyst, De Smet ve Raes, 2015).
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Emmental peyniri tretimi igin laktik asit bakterileri ve propiyonibakteriler
kullanilir. Bu nedenle, bazi propiyonibakteri suslarinin serbest linoleik asitten KLA {iretme
potansiyeli nedeniyle, bu peynirde artan miktarlarda KLA olusmasi beklenebilir (Sieber
vd., 2004).

Emmental ve Mavi peynirde KLA, Propionibakteriler dahil birincil veya ikincil
kiiltiirlerin etkisi ile linoleik asitten olusturulabilir. Yagsiz siit tozu igeren ortamda,
laktobasiller, laktokoklar ve streptokoklar serbest linoleik asidi %10'a kadar KLA’ya
dontistiirebilirken, Propiyonibakteriler %90'a kadar doniistiirmiistiir (Csap6 ve Varga-Visi,
2015).

Yiiksek veya diisiik lipolitik Propionibacterium sp. suslari ile iretilen Fransiz
Emmental peyniri (70 giin olgunlastirilmis) normal Propionibacterium susuna sahip bir
peynirde 9,54 mg/g yag kiyasla 9,98 veya 9,87 mg/g yag KLA igerdigi tespit edilmistir
(Gnadig, 2002).

Propiyonik asit bakterilerinin bazi suslarinin serbest linoleik asitten KLA iiretme
yetenekleri nedeniyle peynirlerde KLA miktarini arttirabilecekleri ve boylece KLA ile
zenginlestirilmis yeni fonksiyonel {iriinlerin gelistirebilecegi diisiiniilmektedir. Bu
calisgmada da Mihali¢ peynirinden izole edilen ve Propiyonik asit bakterisi olarak
tanimlanan bakteriler taranmis ve farkli sartlarda KLA {retimleri degerlendirilmistir.
Propiyonik asit bakterilerinin serbest linoleik asite alternatif olarak linoleik asitge zengin
olan ¢orek otu yagi ilave edilmis besi yeri ortaminda gelisimi de incelenmistir. Daha sonra
KLA iiretim potansiyeli en yiiksek suslar ile linoleik asit ve ¢orek otu ilave edilen siitler ile

Mihali¢ peyniri tiretimi yapilmastir.
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3. MATERYAL VE METHOD

3.1. Materyaller

Propiyonik asit bakterilerinin (PAB) izolasyonu i¢in piyasadan toplanan Mihalig
peynirleri ve tanimlanmasi yapilmis, 6zellikleri belirlenmis PAB’lar ile {iretilen peynirler

bu ¢alismanin materyallerini olusturmaktadirlar.

3.1.1. Mihali¢ Peynir Ornekleri

Calismada kullanilan Mihali¢ peynirleri Canakkale, Bursa ve Balikesir
bolgelerinde bulunan gesitli isletme ve marketlerden 2017 yilinin Aralik ayinda temin
edilmistir. Soguk zincir bozulmadan Tekirdag Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Gida Miihendisligi Boliimii laboratuvarina getirilmis ve analizlere baslayana kadar -20 °C
de muhafaza edilmistir. Asagida verilen Cizelge 3.1’de PAB izolasyonu yapmak icin
toplanan peynirlerin iiretim bilgileri gosterilmistir. Cesitli {ireticilerden elde edilen peynir

ornekleri propiyonibakterilerin izolasyonunda kullanilmaistir.

Cizelge 3.1. Izolasyon calismalar1 icin kullanilan Canakkale, Bursa ve Balikesir
bolgelerinden toplanan Mihali¢ peynirlerine ait iiretici ve liretim tarihi bilgileri

Kod | Marka Uretim Tarihi
K1 | Kuzusan Ivrindi Kelle Peyniri (Koyun) 11/07/2017
K2 Kuzusan Mihali¢ Peyniri (Inek) 11/07/2017
K3 Kuzusan Koyun Mihali¢ Peyniri 11/07/2017
T1 Telligdzoglu Mihali¢ Peyniri (Inek) 02/11/2016
T2 Telligézoglu Mihali¢ Peyniri (%30 Koyun) 02/11/2016

OC | Ogulcan Kelle Peyniri -

EK | Kartal Siit Uriinleri Eski Manyas Kelle Peyniri 17/06/2017
Ul | Umit Siit Uriinleri Mihali¢ Peyniri (Inek) 05/09/2017
02 Umit Siit Uriinleri Mihali¢ Peyniri (Koyun) 05/09/2017
KY | Koyuncular Y6re Mihali¢ Peyniri 22/07/2017
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O1 | Ozdemir Siit Uriinleri Kelle Peyniri (Inek) 07/09/2017
02 Ozdemir Siit Uriinleri Kelle Peyniri (Koyun) 07/09/2017
S Siitag Mihali¢ Peyniri 08/09/2017
A Altindz Siit Mihali¢ Peyniri 25/07/2017
Gediz Ciftligi Mihali¢ Peyniri 19/11/2016
GS | Goysiit Siit Uriinleri Mihali¢ Peyniri 15/10/2016
D Dagli Manyas Kelle Peyniri 18/08/2017
KZ | Kazanci Gonen Mihali¢ Peyniri (Inek) -
DK | Donmez Kardesler Mihali¢ Peyniri 02/08/2017
UP | Ugyildiz Peynir Mihali¢ Peyniri 25/08/2017
Ki Kayhan Ipek Peynircilik Kelle Peyniri 22/12/2016
M Marsiit Manyas Mihali¢ Peyniri 16/08/2017
GA1l | Giivenal Mihali¢ Koyun Peyniri 26/09/2017
GA2 | Giivenal Mihali¢ inek Peyniri 26/09/2017
UC | Unal Ciftligi Manyas Peyniri 16/06/2017

3.1.2. Besiyerleri

Mihali¢ peynirlerinden PAB’larin izolasyonu i¢in ve daha sonra genel sayimlarini
yapabilmek i¢in Yeas Ekstrakt Sodyum Laktat (YEL) besi yeri, Skim Milk Agar, Yagsiz
Stit Tozu Agar (SMA) ve Man Rogosa ve Sharp (MRS) besi yeri kullanilmustir.
Besiyerlerinin pH’1 0,01 N HCI ve/veya 0,01 N NaOH ile 7,2 + 0,2’ye ayarlanarak, 121
°C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir. YEL besi yeri igerigi Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. YEL kat1 ve siv1 besi yeri igerigi (Malik vd., 1968)

Icerik Miktar
Yeast Ekstrakt 10 g/L
Sodyum Laktat 10 mi/L
Pankreatik Pepton 10 g/L
KH2PO4 0,25 g/L
MnS0O4.4H20 0,005 g/L
Agar (kat1 besi yeri igin) 15 g/L

3.1.3. Kimyasallar

Arastirma kapsaminda yapilan analizler igin agar (Sigma Aldrich, ispanya), HCI
(Merck, Almanya), NaOH (Merck, Almanya), sodyum laktat (Merck, Almanya), yagsiz
siit tozu (Pinar, Tirkiye), H2O2 (Tekkim, Tirkiye), asetonitril (Merck, Almanya), formik
asit (Merck, Almanya), linoleik asit (Sigma-Supelco, USA), tween 80 (Sigma Aldrich,
Ispanya), teknik hekzan (Tek Kimya, Tiirkiye), kromotografik hekzan (Merck, Almanya),
isoproponal (Lach-Ner, Cek Cumhuriyeti), plate count agar (Merck; Almanya), MRS agar
(Merck, Almanya), fenolftalein indikator (Norateks Kimya, Tiirkiye), siilfiirik asit (Iso Lab
Chemicals, Almanya), amil alkol (Merck, Almanya), potasyum kromat (Horasan Kimya,
Tiirkiye), glimiis nitrat (Tekkim, Tiirkiye), kloroform (Merck, Almanya), metanol (Merck,
Almanya), sodyum siilfat (Surechem Products Ltd., Ingiltere), sodyum metoksi (Sigma
Aldrich, Ispanya), BFs (Merck, Almanya) kullanilmistir.

3.2. Metotlar

3.2.1. Propiyonibakterilerin izolasyonu

Peynir 6rneklerinden 25 g tartilip, 225 mL steril serum fizyolojik (%0,8 NaCl)’de
homojenize edilerek 3 ¢izgi yontemiyle YEL kat1 besi yeri igeren plaklara ekimleri
yapilmistir. Petriler anaerobik jarda Anaerocult A kit (Merck, Darmstadt, Almanya)
kullanilarak ya da %5 CO2’li ortamda 30°C’de 7-10 giin inkiibasyona birakilmistir. Sonra
YEL besi ortaminin tizerindeki kirmizi, krem, sar1, turuncu ve kahve renkli koloniler

secilerek Gram boyamalar1 ve katalaz testi gerceklestirilmistir. Secilen kolonilerden YEL
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s1v1 ve kati besi yeri igeren tiiplere ve plaklara ekimleri gergeklestirilmistir. Sivi ortamdaki
kiiltiirler 48-72 saat %5 CO2’li ortamda anaecrobik inkiibatorde (PANASONIC) 30°C’de,
plakta bulunan kiiltiirler anaerobik jarda 7-10 giin %5 CO2’li ortamda 30°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda kiiltiirlerin morfolojileri mikroskopta incelenerek
Gram pozitif ve X, V, Y seklinde morfolojiye sahip olanlar muhtemel Propionibakteriler
olarak degerlendirilmistir. YEL siv1 besi yerinde gelistirilen izolatlarin tanimlamalarinin
yapilmasinda ve sonraki calismalarda kullanilmak iizere stoklari hazirlanmistir. Stok
kiiltiirler %30 gliserol igeren YEL besi yerinde -80 °C’de saklanmistir. Calismalarin timii

paralelli olarak yapilmistir (Stackebrandt vd., 2006).

Katalaz Testi

Katalaz enzimi ortamdaki hidrojen peroksidi su ve oksijene ayristirir. YEL kati besi
yerinde ¢izgi ekim ile gelistirilen izolatlar inkiibasyondan sonra segilen tipik bir koloni lam
iizerine alinarak iizerine katalaz test soliisyonundan (Hidrojen peroksit) 1 damla
damlatilmistir. S1vi ve koloni 6ze ile homojen bir sekilde karigtirilmistir. Test sonuglart
orneklerde gaz olusumuna gore degerlendirilmistir. Gaz olusumu gosterenler katalaz

pozitif olarak degerlendirilmistir.

Pigmentasyon

PAB’larn aktif kiiltiirlerinden YEL kat1 besi yeri tizerinde ¢izgi ekimleri yapilarak,
pigment olusumu i¢in 30°C’de 10 giin %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda bakterilerin kirmizi, krem, turuncu ve kahverengi pigment

olusturmalar1 degerlendirilmistir (Yuksekdag, Onal Darilmaz ve Beyatli, 2013).

Morfolojik olarak farklilik gdsteren her bir koloni secilerek taze besi yerine tek
koloni ekim yapilmistir. Ertesi giin koloni saflig1 kontrol edilmis, saf kiiltiir oldugundan
emin oluncaya dek yeniden ekim yapilmistir. Her bir bakteri izolat1 iki petride

cogaltilmistir.

3.2.2. Propiyonibakterilerin MALDI-TOF-MS ile Tanimlanmasi

Izolatlarin tanimlanmas1 Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon
ucus zaman kiitle spektrometresi yontemiyle yapilmistir. Tek koloni haline getirilen 6rnek

izolattan bir 6ze dolusu alimip 1 mL distile su ile suspense edilip 6000g‘de 5 dakika
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santrifiij edilmistir. Daha sonra pellet 50 uL asetonitril/formik asit/su (50:35:15, v/v)
karigimi ile 1 dakika boyunca karistirilarak ekstrakte edilmistir. Elde edilen supernatant
ornek tablosuna (Micro scout 96 target plate) aktarilarak oda sartlarinda kurutulmustur.
Matriks ¢ozeltisi, a-cyano-4-hydroxycinnamic asit (CHCA) ilave edildikten sonra oda

sicakliginda kurutulup cihaza yiiklenmistir (Vorob’eva vd., 2011).

MALDI-TOF-MS analizi i¢in Bruker Daltonics (Bremen, Almanya) markali Diizen
Laboratuvarlarinda (Istanbul) bulunan cihaz kullanilmistir. izolasyonda elde edilen toplam

95 adet izolat paralelli olarak cihazda analize alinmistir.

Ureticiden temin edilen standart E. coli DH5a ekstrakt1 ile (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) kiitle spektrometresi kalibre edilmistir. Dogrusal moddaki iyon kiitle
spektrumlar1 Microflex LT kiitle spektrometresi ile elde edilmistir. Kaydedilen kiitle aralig
pozitif iyon modunda 3,6-17 kDa araligindadir. Orneklere ait spektrumlar MALDI
Biotyper i¢inde bulunan Referans Kitaplig1 stirim 4.0.0.1 (Bruker Daltonics, Beremen,

Almanya) ile eslestirilmis ve entegre yazilim ile sonug listesi olusturulmustur.

Microflex LT sisteminden elde edilen sonuclar skor degerleri olarak verilmistir.
Puan degerleri >2,0 (yesil renk) ve 1,7 ile 2 (sar1 renk) sirasiyla tiir ve cins diizeyinde
tanimlama giivenilir olarak kabul edilmistir. Verilen puan <1,7 oldugunda, parmak izi veri
tabanindaki herhangi bir referans tiiriiyle yeterince eslesmiyor ve "giivenilir tanimlama"

yapilamamustir.

3.2.3. Propiyonibakteri Sayimm

PAB’larin sayiminin yapilmasi i¢in serum fizyolojik sivisi ile gerekli diliisyonlar1
hazirlanmistir. Daha sonra bu diliisyonlardan YEL agara ekim yapilarak 30°C’de 7 giin
boyunca %5 CO;’li ortamda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi bakteri sayilart
koloni olusturan birim/mL (kob/mL) olarak hesaplanmigtir (Stackebrandt vd., 2006).

3.2.4. Propiyonibakterilerin Farkh Linoleik Asit Konsantrasyonlarina

Duyarhhgimin Belirlenmesi

MALDI-TOF-MS ile yapilan tanimlama sonrasi Propionibacterium olarak
tanimlanan bakterilerin linoleik aside karsi duyarliliklart belirlenmistir. Bu amagla stok

linoleik asit ¢ozeltisi hazirlanmigtir. 5g linoleik asit (Sigma-Aldrich L1376-5G), 1 mL
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Tween 80 (Merck) 100 mL’ye distile su ile tamamlanarak 50 mg/mL konsantrasyonda stok
linoleik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltisi 0,45 pum steril filtreden

(Sigma-Aldrich) gegirilerek amber sisede -20 °C de saklanmistir (Jiang vd., 1998).

Izolatlarin serbest linoleik aside duyarliligini test etmek igin 25, 50, 100 pg/mL LA
iceren s1ivi YEL besi yerine ekimi yapilarak tarama yapilmistir. En az iki kez art arda sivi
besi yerinde aktiflestirilmis kiiltiirden %1 oraninda inokulasyon yapilmigtir. 72 saat 30
°C’de %5 CO2’li ortamda gelistirilen izolatlarin duyarliliklar1 besi yerlerindeki gelisim

durumlarina gore degerlendirilmistir.

3.2.5. Propiyonibakterilerin Farkh pH Degerlerine Toleransimin Belirlenmesi

izole edilen propiyonibakteriler 30 °C’de iki kez art arda YEL s1v1 besi ortaminda
aktiflestirilmigtir. Aktif kiltlrlerin yogunluklart1 0,5 McFarland standardina gore
ayarlanmistir. Yogunluklari ayarlanip izolatlarindan %1 oraninda, pH’s1 2M HCl ile 5,0;
5.5; 6,0; 6,5 ve 7,0 (kontrol)’a ayarlanan YEL siv1 besi yerlerine inokiile edilerek 30 °C’de
anaerobik kosullarda 72 saat inkiibe edilmistir (Rehberger ve Glatz, 1998).

3.2.6. Propiyonibakterilerin Farkh Tuz Konsantrasyonlarina Toleransinin

Belirlenmesi

Izole edilen Propiyonibakteriler 30 °C’de iki kez art arda YEL s1v1 besi ortaminda
aktiflestirilmigtir. Aktif kiiltiirlerin yogunluklar1 0,5 McFarland standardina gore
ayarlanmistir. Yogunluklar1 ayarlanan propionibakterileri izolatlarindan %1 oraninda, tuz
konsantrasyonu %0,5; 1,0; 2,5; 5,0 ve 10,0’a ayarli1 YEL s1v1 besi yerlerine inokiile edilerek
30 °C’de %5 CO2’li ortamda anaerobik kosullarda 72 saat inkiibe edilmistir (Marshall ve
Odame-Darkwah, 1995). Farkli konsantrasyonlara karst direng toplam PAB sayimi

yapilarak degerlendirilmistir.

3.2.7. Propiyonibakterilerin KLA Uretim Kapasitelerinin Taranmas

Sivi  besi yerinde gelistirilen PAB’larin farkli serbest linoleik asit
konstrasyonlarinda KLA iiretim kapasitelerinin belirlenmesi igin spektrofotometrik bir
metot kullanilmistir. PAB olarak tanimlanan izolatlarin 50, 40, 25, 10 pg/mL LA igeren
YEL besi yerinde 30 °C’de %5 CO2’li ortamda 72 saat inkiibasyon sonucu KLA {iretim

miktarlar1 belirlenmistir.
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Inkiibasyon sonrast kiiltiirden 1 mL aliarak 10,000xg’de 1 dakika sentriifiijlenip
supernatant ayrilmistir. 2 mL isoproponal supernatantla vortekslenerek (Isolab, Germany)
karigtirilmistir. Daha sonra 3 dakika bekletilmis ve tizerine 1,5 mL hekzan ilave edilmistir.
Tekrar vortekslenerek hekzan fazinin ayrilmasi beklenmistir. Ayrilan faz UV-spektrometre
(Schimadzu, Japon) ile 233 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir (Barrett, Ross, Fitzgerald ve
Stanton, 2007).

KLA konsantrasyonunu belirlemek i¢in bir standart egrisi ¢izilmistir (Sekil 3.1.).
KLA izomerlerinden olusan standart ¢ozelti (05632, Sigma-Aldrich, SUPELCO, USA) 5,
10, 15, 30 ve 50 pg/mL olarak hazirlanmis ve UV-spektrometrede 233 nm dalga boyunda

Olgtimleri yapilarak egri ¢izilmistir.

y =0,0229x+0,2284

R*=0,9931

Q

(8] 10 20 {0) 40 50 60

KLA konsantrasyonu jig/ml

Sekil 3.1. KLA konsantrasyonunu belirlemek i¢in 233 nm dalga boyunda yapilan
spektrofotometrik 6l¢iimle hazirlanan standart egrisi

Izolatlarin KLA iiretim verimlerini hesaplayabilmek icin linoleik asit ilave
edilmeyen besi yerinde iiretilen KLA miktari, LA ilave edilen besi yerinde iiretilen

miktardan ¢ikarilmis ve besi yerine ilave edilen LA miktarina boliinmiistiir.

% Verimlilik= ((LA igeren besi yerinde iiretilen KLA — LA igermeyen besi yerinde
iiretilen KLA) / Ilave edilen LA miktar1)x 100
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3.2.8. Corek Otu Yag Ilave Edilmis Ortamda PAB’larin Gelisimi ve KLA

Uretimi

KLA iiretim potansiyeli yiikksek oldugu belirlenen izolatlarin alternatif linoleik asit
kaynagi olarak diisliniilen ¢orek otu yagi igeren besi yerindeki KLA iiretim miktarlari
degerlendirilmistir. Wang vd. (2007)’nin bildirdigi sekilde ¢6rek otu yagi besi yeri
ortamina misel bir ¢ozelti halinde ilave edilmistir. 500 mg soguk pres ¢orek otu yagi 50 uL
Tween 80 ile karistirilarak 50 m1’ye saf su ile tamamlanarak 10 mg/mL konsantrasyonunda
stok c¢ozelti hazirlanmis ve amber siseye konularak buzdolabinda (+4 °C) saklanmistir.
Cizelge 3.3’te bu c¢alismada kullanilan ¢orek otu yagiin yag asitleri kompozisyonu
verilmistir. Corek otu yaginin yag asidi kompozisyonun boliim 3.5.8.’de agiklandigi gibi

belirlenmistir.

Cizelge 3.3. Soguk pres Corek otu yagmin % yag asidi kompozisyonu

Yag Asidi %

Palmitik Asit (C:16) 11,62
Stearik Asit (C:18) 3,00
Oleik Asit (C:18:1) 23,62
Linoleik Asit (C18:2) 59,26
Eikosadienoik Asit (C:20:2) 2,50

Corek otu yagindan KLA {iretim miktarim1 belirleyebilmek i¢in izolatlar linoleik
asit konsantrasyonu 10 pg/mL olacak sekilde ¢orek otu yagi misel ¢ozeltisi ilave edilmis
besi yerinde 30 °C’de %5 CO2’li ortamda 72 saat inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon
sonucu bakteri sayimlar1 Boliim 3.2.3” te belirtildigi gibi ve KLA {iretim oranlar1 Boliim

3.2.7°de agiklandig1 gibi belirlenmistir.
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3.3. Mihali¢ Peynir Analizleri

3.3.1. Mihali¢ Peynir Uretimi

KLA kapasitesi belirlenen P. freudenreichii subsp. shermanii (GS4) ve P. thoenii
(UP1) peynire ilave edilecek kiiltiir olarak segilmistir. Ayrica peynir iiretiminde kullanilan
stite saf linoleik asit ilavesine alternatif olarak linoleik asit icerigi bakimindan zengin olan
corek otu yagi kullanilmistir. Linoleik asit konsantrasyonu 10 pg/mL olacak sekilde ilave

yapilmustir.

Aragtirma kapsaminda Mihali¢ peynirleri Balikesir ilinin Savastepe il¢esinde
bulunan Altindz Siit Uriinleri {iretim tesislerinde iiretilmistir. Mihali¢ peynirlerinin
yapiminda kiiltiir ilaveleri ve linoleik asit ilaveleri Cizelge 3.4.’te verilmistir. Cizelge
3.4 te gorildigh gibi iki farkli propiyonik asit bakterisi tek basmma ve beraber
kullanilmustir. Siite ise iki farkli sekilde linoleik asit ilave edilmistir. Kontrol olarak kiiltiir
ve linoleik asit ilave edilmeyen peynir iiretimi de yapilmistir. Deneme iki tekerriirlii
gerceklestirilmistir. Olgunlasma periyodunun 3, 14, 30, 60 ve 90. giinlerinde peynirlerin

analizleri yapilmistir.

Cizelge 3.4. Mihali¢ peyniri iiretiminde kullanilan deneme plani

Kod Yag Asidi kaynag | Kiiltiir tiirii

LF Linoleik Asit P. freudenreichii subsp. shermanii (GS4)

LT Linoleik Asit P. thoenii (UP1)

P. freudenreichii subsp. shermanii (GS4)

LFT Linoleik Asit -
+ P. thoenii (UP1)

LK Linoleik Asit kiiltiir ilavesi yok
CF Corek Otu Yagi P. freudenreichii subsp. shermanii (GS4)
CT Corek Otu Yagi P. thoenii (UP1)

P. freudenreichii subsp. shermanii (GS4)

FT Orek Otu Yagi .
¢ ¢ 8 + P. thoenii (UP1)
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CK Corek Otu Yagi kiltiir ilavesi yok
KF Yag ilavesi yok P. freudenreichii subsp. shermanii (GS4)
KT Yag ilavesi yok P. thoenii (UP1)
_ . P. freudenreichii subsp. shermanii (GS4)
KFT Yag ilavesi yok -
+ P. thoenii (UP1)
KK Yag ilavesi yok kiiltiir ilavesi yok

islemi yapilmamustir. Isitilan siite %1 oraninda P. freudenreichii subsp. shermanii (GS4)
ve P. thoenii (UP1) tek tek ve beraber eklenmistir. Bir siire beklendikten sonra siite 8 mL/
20 L oraninda peynir mayasi ilave edilmistir. Yaklasik 1 saat ile 90 dk arasi siiren
pihtilasmadan sonra, ucu “+” seklinde olan sopalarla piht1 kirma islemi gergeklestirilmistir.
Bu islem yaklagik 10 dk siirmektedir. Daha sonra piht1 sicakligi 42 °C ye gelene kadar
sicak su ilave edilmistir. Bu isleme haslama denmekte ve istenen sicakliga ulasana kadar
karigtirma iglemine devam edilmektedir. Bu islemden sonra peynir alt1 suyunun ayrilmasi

beklenmis ve dibe ¢oken piht1 Sekil 3.2.de gosterildigi gibi temiz bir tiilbente alinarak

Peynir iiretimi i¢in alinan ¢ig siit 32 °C’ye kadar 1sitilmig herhangi bir pastérizasyon

sliziilme islemi i¢in askiya takilmistir.
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Sekil 3.2. Haslama sonrasi ayrilan telemenin siiziilme islemi igin tiilbente alinmasi

Teleme suyunun siiziilmesi siiresince sisleme islemi yapilmistir. Sekil 3.3’te
goriildiigli gibi teleme sislenerek suyunun daha ¢abuk ¢ikmasi ve sogumasi
saglanmaktadir. Sisleme isleminden sonra askidan alinan telemeler iizerine agirlik koymak
kaydiyla baskiya alinmistir. Baskilama islemi en az 6-8 saat slirmiis ve “kelle” ad1 verilen

peynir bloklari elde edilmistir.

Kelle bloklar1 baskidan ¢iktiktan sonra Sekil 3.4’te gosterildigi gibi %12 salamura
iceren tanklarda 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra %18 salamura iceren
tanklara aktarilarak soguk hava depolarma (6+£2°C) alinmstir. 3 giin sonra peynirler her
peynir Ornegi i¢in 1,2 kg olacak sekilde paketlenmis ve soguk zincir bozulmadan

laboratuvara getirilmistir. Peynirler laboratuvarda 4+2°C de buzdolabinda saklanmigtir
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Sekil 3.3. Siiziilmek i¢in askiya alinan telemelerin sislenme islemi

Sekil 3.4. Kellelerin salamura tankinda bekletilmesi
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3.3.2. Peynir Orneklerinin Analizler icin Hazirlanmasi

Peynir Orneklerine uygulanacak fizikokimyasal, tekstiirel ve mikrobiyolojik
analizler icin Ornekler laboratuvar ortaminda 4+2 °C de buzdolabinda tutulmustur.
Olgunlagma stiresince ornekler 3, 14, 30, 60 ve 90. giin sonunda analiz edilmistir.
Peynirlerden ilk 6nce mikrobiyolojik analizler i¢in aseptik sartlarda numune alinmis, daha
sonra fizikokimyasal ve tekstiir analizleri i¢in en az 100 g olacak sekilde temiz bir bigakla

kesilerek numune posetine alinmistir.

3.4. Mikrobiyolojik Analizler

3.4.1. Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri Sayim

Peynir 6rneklerinde 3, 14, 30, 60 ve 90. giin sonunda toplam mezofilik ve aerobik
bakteri (TMAB) sayimini belirlemek igin aseptik sartlarda alinan numuneden gerekli
diliisyonlar1 hazirlanarak Plate Count Agara ekimleri yapilmistir. 32°C de 48 saat
inkiibasyon sonrast koloni sayimi yapilmis ve toplam mezofilik aerobik bakteri sayisi
hesaplanmistir. Biitiin ekimler paralelli yapilmistir (Clark, Brazis, Fowler, Johns ve
Nelson, 1978).

3.4.2. Toplam Propiyonik Asit Bakteri Sayim

Peynir 6rneklerinde 3, 14, 30, 60 ve 90. giin sonunda toplam propiyonik asit bakteri
sayimin1 belirlemek i¢in aseptik sartlarda alinan numuneden gerekli diliisyonlar
hazirlanarak YEL agara uygun diliisyonlardan 0,1 mL ilave edilmis ve yayma yontemi ile
ekim yapilmistir. Anaerobik ortamda 30 °C de 5-7 giin inkiibasyon sonras1 koloni sayimi
yapilmis ve toplam propiyonik asit bakteri sayis1 hesaplanmistir. Biitiin ekimler paralelli

yapilmustir (Stackebrandt vd., 2006).

3.4.3. Toplam Laktik Asit Bakteri Sayim

Peynir 6rneklerinde 3, 14, 30, 60 ve 90. giin sonunda toplam laktik asit bakteri
sayimimi belirlemek i¢in aseptik sartlarda alinan numuneden gerekli diliisyonlar:
hazirlanmistir. MRS agarda (Merck) gelisen LAB sayimui icin, pH’s1 5,7 ye ayarlanmis steril
edilmis MRS agar kullanilarak uygun diliisyonlardan 1 mL dokme plak yontemiyle ekim

yapilmistir. Anaerobik ortamda 30 °C de 48 saat inkiibasyon sonrasi koloni sayim1 yapilmis

56



ve toplam laktik asit bakteri sayisi hesaplanmistir. Biitiin ekimler paralelli yapilmistir

(Halkman ve Ayhan, 2000).

3.5. Fizikokimyasal Analizler

3.5.1. Titrasyon Asitligi

Peynir drneklerinden 10’ar gr tartilarak tizerine 10 mL saf su ilave edilmis havanda
ezilerek homojen hale getirilmistir. Karisim filtre kagidindan gecirilmis ve elde edilen
sliziintii 500 mL’ye tamamlanmistir. Elde edilen siiziintiiden 25 mL bir erlene alinarak
iizerine birka¢ damla fenolfitaleyn damlatilmistir. Cozelti 0,1 N NaOH ile hafif pembe renk

olusuncaya kadar titre edilmistir. Peynir Orneginin titrasyon asitlik derecesi %laktik asit

(CH3CHOH-COOH) cinsinden asagidaki formiile gore hesaplanmistir (AOAC, 1990a).

%Laktik Asit = (Vx 0,009 x F x 100)/m
V = Titrasyonda harcanan 0,1 N NaOH hacmi (mL)
F = NaOH Faktorii

m= Titrasyonda kullanilan peynir 6rnegi agirligi (g)

3.5.2. pH Degeri

Peynir 6rneklerinde pH 6l¢iimii icin 10 g peyniri 20 mL saf su igerisinde iyice
homojenize edilmis ve pH-metre (Hannah, HI2002-02 edge, Michigan, ABD) kullanilarak
olgtim yapilmistir (AOAC, 1990b).

3.5.3. Kuru Madde Orani

Kuru madde tayini Gravimetrik yonteme gore yapilmistir. Rendeden gecirilerek
homojen hale getirilen peyniri 6rneklerinde kuru madde miktar1 yaklasik 5,00 g peynir
orneginin 102+1°C’de sabit tartima gelinceye kadar kurutulmasi ile hesaplanmistir

(AOAC, 1990b). Kuru madde oranlar1 % olarak hesaplanmustir.

3.5.4. Yag Oram

Peynir orneklerinde %yag miktarinin belirlenmesi amaciyla Gerber metodundan

yararlanilmigtir. Yag miktar;, Van Gulik biitrometreleri kullanilarak belirlenmistir.
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Rendelenen ve havanda iyice ezilerek homojen haline getirilen peynir numuneleri
biitrometrenin behercigine 3 g tartilmugtir. Uzerine yogunlugu 1,522+0,005 g/mL olan
stilfiirik asitten 10 mL ilave edilerek agzi kapatilmistir. Daha sonra biitrometreler 65-
70°C’lik su banyosuna konularak peynirin erimesi saglanmistir. Peynir tamamen eridikten
sonra lizerine 1 mL amil alkol ilave edilmistir. Gerber santrifiijiinde 10 dakika santrifiij

edilip, biitrometreden dogrudan okuma yapilmistir (AOAC, 2000a).

3.5.5. Protein Oran

Protein analizi Gerhardt (Vapodest VAP 20s) cihazi kullanilarak Kjeldahl yontemi
ile gergeklestirilmistir. Yas yakma yontemine tabi tutulan peynir 6rneklerinin bulunan azot
miktarmin 6,38 faktorii ile carpilmasi sonucu protein oranlart hesaplanmis ve sonuglar %
olarak ifade edilmistir (AOAC, 2002).

%Azot=(V1-V0)xNx1,4008/m
%Protein=%Azot x 6,38
V1= Titrasyonda harcanan HCI hacmi (mL)
Vo= Ko6r deneme sonucu titrasyonunda harcanan HCI hacmi (mL)

N= Titrasyonda kullanilan HCI ¢6zeltisinin normalitesi (0,1 N)

m= Alinan 6rnek miktari (g)

3.5.6. Kiil Miktari

Peynir orneklerinde kiil oranlari, 6rneklerin kiil firninda 550°C’de yakilmasi ile
gravimetrik (%) olarak belirlenmistir. Kiil firninda 550°C’de sabit agirliga gelmesi i¢in 30
dakika tutulan ve desikatorde sogutulan krozelere 1 g peynir 6rnegi tartilmis ve krozeler
kil firinina yerlestirilerek 6n yakma islemi yapilmistir. Sicaklik kademeli olarak artirilarak
550°C’ye cikartilmistir. Yakma islemi, krozeler icerisindeki 6rnek tamamen beyaz kiil

rengine doniisiinceye kadar devam edilmistir (AOAC, 1990b).

Kiil Orani1 (%) = [(M2- Mo)/(M1-Mo)] x 100

Mo= Krozenin sabit darasi (g)
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M= Peynir ilave edildikten sonraki agirlik (g)

M= Yakma isleminden sonraki agirlik (g)

3.5.7. Tuz Orani

Peynirde tuz tayini Mohr metoduna gore yapilmistir. 10 gr peynir 6rnegi saf suyla
havanda ezilerek homojen hale getirilmistir. Daha sonra filtre kdgidindan siiziilerek 500
mL ye tamamlanistir. Elde edilen siiziintliden 25 mL alinarak {izerine %0,5’lik potasyum
kromat (K2CrOa) eklenmis ve 0,1 N giimiis nitrat (AgNQO3) ile kalici kiremit kirmizist renk
gorliliinceye kadar titre edilmistir. Peynirdeki %tuz miktar1 asagidaki formiille

hesaplanmistir (Marshall, 1992).

%Tuz = [ (V-Vo)xFx0,585 ]/m
V = Titrasyonda harcanan 0,1 N AgNOs hacmi (mL)
Vo = Sabit i¢in sarf edilen AgNO3 hacmi (mL)

m = Ornek miktari (g)

F = AgNOs’iin faktorii

3.5.8. Yag Asidi Kompozisyonu Tayini

Peynir 6rneklerinden yag asitleri analizi ger¢eklestirmek i¢in raf dmrii boyunca ilk
once yag ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Daha sonra elde edilen yag ornekleri metil
ester formuna getirilerek GC-FID cihaz1 ile kompozisyon analizine tabi tutulmustur. Yag
asitleri 37 FAME standart ¢6zeltisinin (Nu-Check-Prep, Inc., Elysian, MN, USA; Supelco,

Inc., Bellefonte, PA, USA) alikonma zamanlari ile karsilastirilarak belirlenmistir.

3.5.8.1. Peynirden Yag Ekstraksiyonu

Peynir 6rneklerinden yag ekstraksiyonu Folch metodundan uyarlanarak yapilmistir
(Folch, Lees ve Sloan Stanley, 1956). Rendelenen peynir orneklerinden 1 g alinarak
tizerine 15 mL kloroform: metanol (2:1, v/v) karisimindan ilave edilmistir. Bu karigim 3
dakika boyunca vortekslenerek homejenize edilmistir. Homojen karigim filtre kagidindan
stiziilerek elde edilen filtrat daha sonra 10 dakika boyunca 5000 rpm’de 4°Cde
santrifiijlenmistir. Bes dakika beklendikten sonra 5 dakika 1000 rpm’de tekrar
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santrifiijlenerek faz ayrilmasi saglanmistir. Kloroform fazi susuz Sodyum siilfatla

(Na2S04) dehidre edilerek esterlesme reaksiyonu igin -20 °C’de saklanmustir.

3.5.8.2.  Yag Asitlerinin Metil Ester Formlarina Esterlestirilmesi

Ekstrakte edilen yag Ornekleri kromotografik analiz igin asit-baz metilasyon
yontemiyle esterlestirilmistir (Ozer, Kilic ve Kilig, 2016). Ornekten 100 pL alinarak
izerine 2 mL sodyum metoksi ilave edilmistir. Vorteksle 2 dakika karistirilan 6rnek 50
°C’de sicak su banyosuna konularak 10 dk beklenmistir. Daha sonra 6rnege 1 mL %14°lik
boron triflorit ilave edilmis, tekrar 2 dk boyunca vortexlendikten sonra 50 °C de 10 dk su
banyosunda bekletilmistir. Ornege daha sonra 5 mL saf su ilave edilmis vortekslenmis ve
5 mL hegzan ilave edilip tekrar vortekslenmistir. Bu islem sonrasi tiipte faz ayrimi
gozlenmektedir. Olusan iist faz amber renkli viale 0,45 pm siringa filtreden gegirilerek

aktarilmis ve analize kadar -20 °C’de saklanmustir.

3.5.8.3. GC-FID Kromotografik Analiz

Yag asitlerinin ugucu tiirevlerinin analizi, Gaz Kromatografisi (GC) cihaz ile
gerceklestirilmistir. Analiz i¢in Gaz kromatografisi cihaz1 Alev Iyonizasyon Detektorii
(FID) ile birlikte kullanilmistir (SHIMADZU 2010, Japonya). Yag asitlerinin analizinde,
TR-CN 100 (0,25mmx100mx0,2mm) kapiler kolon kullanilmistir. Giris sicakligi 250 °C’
ye ayarlanmistir. Tasiyic1 gaz olarak Helyum kullanilmis, akis hizi1 (He) 30 mL/dk olarak
belirlenmistir. Firin sicaklik programi 100 °C’den baslayarak 240 °C’ye 3 °C/dk hizla
¢ikarilmig, 10 dk 240 °C’de bekletilmek iizere toplam 60 dk olarak uygulanmistir (AOAC,
2000b).

3.5.9. KLA Kompozisyonu Analizi

Metil esterlerine dontistiiriilen konjuge yag asitlerinin belirlenmesinde, TR-CN 100
(0,25 mm x 100 m x 0,2 mm) kapiler kolon kullanilarak, FID (Flame Ionization Detector,
alev iyonlastirict dedektor) detektorlii, otomatik enjektorlii gaz kromotografisi (model GC-
FID- 2010 plus, Shimadzu, Japan) ile gerceklestirilmistir. 100:1 split modu se¢ilmistir.
Sicaklik profili 130 °C’den baslayarak dakikada 2 °C’lik artigla 225 °C’ye ayarlanmus,
kolon sicakligr 225 °C’de 20 dk sabit tutulmustur (Varga-Visi, Salamon, Loki ve Csapo,
2012). Tastyic1 gaz olarak Helyum, yanici gaz olarak Hidrojen ve kuru hava kullanilmistir.
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Konjuge linoleik yag asitlerinin tanimlanmasinda Konjuge linoleik yag asiti (%42 c9-111,
%44 110-c12, %10 c11-t13 ve %5 cc, tt octadekadienoik asit) metil esterleri geometrik
izomerleri igeren standart (katalog numarast 05632 SigmaAldrich, St Louis, MO, ABD)

kullanilmustir.

3.5.10. Renk Tayini

Peynirlerin renk degerleri Minolta CR-400 renk cihazi (Minolta Corp, Ramsey, NJ,
ABD) kullanilarak L*a*b* renk degerleri tespit edilmistir. L*a*b* renk koordinat
sisteminde L* degeri renk parlakligin1 gostermekte olup degeri O ile 100 arasinda
degismektedir. Renk koordinatlari olan a* ve b* degerleri ise belirli bir 6lgiim araligina
sahip olmayip, a* degeri pozitif oldugunda kirmizi, negatif oldugunda yesil rengi ifade
ederken, b* degeri pozitif oldugunda sari, negatif oldugunda ise mavi rengi gostermektedir

(Martley ve Michel, 2001)

3.6. Tekstur Analizi

Peynir 6rneklerinin tekstiir 6zellikleri tekstiir analiz cihazi (TA. HD. PLUS, Stable
Micro Systems, Godalming, Surrey, ingiltere) ve cihazin P/5 (5 mm DIA CYLINDER
STAINLESS) probu kullanilarak belirlenmistir. TPA; Ornegi birinci sikistirma ile
deformasyona ugratip, sikistirmanmn kaldirilmasindan sonra ikinci bir sikigtirma
deformasyonu ile insanin ¢igneme hareketini taklit etmektedir. TPA parametrelerinin
hesaplanmas1 cihazin yazilimi dogrultusunda yapilmistir. Olgunlasma sonunda yapilan
tekstlir analizinde sertlik, dis yapigkanlik, elastikiyet, i¢ yapiskanlik, sakizimsilik,

cignenebilirlik ve esneme ozellikleri degerlendirilmistir (Cayir, 2018).
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Analiz parametreleri:

Prop kalinligi: 36 mm

Penetrasyon: 0,7 mm (%70 kompresyon)
Yiik (Load cell): 50 kg

Ornek kalinhigi:1 cm

Test Oncesi-sonrasi probe hizi: 2 mm/sn

Test sirasinda probe hizi: 5 mm/sn

Peynirlerin tekstiir profil analizinde kullanilan parametreler asagida agiklandigi gibi

hesaplanmustir.

e Sertlik: Ilk baski sonucu iiriiniin gosterdigi maksimum kuvvet

e Dis Yapiskanlik: Uriiniin proba ne kadar yapistigini gdsteren kuvvet

e Elastikiyet: ik baskidan sonra iiriiniin kendi haline gegmesi icin gdsterdigi etki

e I¢ Yapiskanlik: ilk baskida gosterdigi direncin ikinci geri gekilisle olan iliskisi

e Sakizimsilik: Yart kati gidalarda kullanilan yapigkanlik terimi (Sertlik
xYapigkanlik)

e C(Cignenebilirlik: Sadece sert gidalarda kullanilan ve iirtinlin ¢ignenmeye karsi
gosterdigi direng (Sakizimsilik x Elastikiyet)

e Esneme: Uriiniin orijinal hale gelmek igin gosterdigi etki

3.7. istatistiksel Analiz

Tez kapsaminda yapilan biitiin analizlerin sonuglar1 ortalama + standart sapma
olarak gosterilmistir. Arastirmada elde edilen veriler JMP 5.0.1.a paket programi
kullanilarak analiz edilmistir. Verilere 2 yonliit ANOVA ile varyans analizi uygulanmis ve
farkliliklarin karsilastirilmasinda Tukey karsilastirma testi uygulanmistir. Istatistiksel

analizlerde a degeri, 0,05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Propiyonik Asit Bakterilerinin Mihali¢ Peynirlerinden izolasyonu

peyniri 6rneklerinden 95 adet izolat elde edilmistir. izolatlarin Gram boyama, katalaz testi,

25 adet gelencksel yontemler ile tiretilmis boliim 3.1.1.°de bilgileri verilen Mihalig

morfolojik 6zellikleri ve pigmentasyon sonuglar1 Cizelge 4.1.”de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Mihali¢ peynirinden izole edilen bakterilerin gram boyama, katalaz testi,

morfolojik 6zellikleri ve pigmentasyon sonuglari

63

iNZglat Gram Boyama | Katalaz Morfoloji Pigmentasyon
K11l pozitif pozitif cubuk beyaz-bej koloni
K12 pozitif pozitif kisa cubuk | beyaz-bej koloni
K13 pozitif pozitif cubuk krem-sar1 koloni
K21 pozitif zayif pozitif | gubuk krem-sar1 koloni
K22 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
K23 pozitif pozitif X,Y,V sekli | krem Kkoloni

K24 pozitif pozitif X,Y,V sekli | bej koloni

K31 pozitif pozitif kisa gubuk | sar1 koloni

K32 pozitif pozitif kisa gubuk | krem-opak koloni
K33 pozitif pozitif cubuk krem-sar1 koloni
T11 pozitif pozitif X,Y,V sekli | opak bej koloni
T12 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
T13 pozitif pozitif X,Y,V sekli | krem-opak koloni
T14 pozitif zayif pozitif | X,Y,V sekli | turuncu koloni
T21 pozitif pozitif X,Y,V sekli | krem-sar1 koloni
T22 pozitif pozitif X,Y,V sekli | bej koloni

T23 pozitif zayif pozitif | X,Y,V sekli | turuncu koloni




Cizelge 4.1. (devam ediyor)

T24 pozitif pozitif X,Y,V sekli | krem-sar1 koloni
OC1 pozitif pozitif kisa gubuk | krem-sar1 koloni
0C2 pozitif zayif pozitif | kisa gubuk | krem-sar1 koloni
OC3 pozitif pozitif kisa gubuk | beyaz-bej koloni
OC4 pozitif zay1f pozitif | ¢ubuk beyaz-bej koloni
EK1 pozitif zayif pozitif | X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
EK2 pozitif pozitif X,Y,V sekli | turuncu koloni
EK3 pozitif pozitif XY,V sekli | beyaz-bej koloni
EK4 pozitif zayif pozitif | X,Y,V sekli | krem koloni
EK5 pozitif zayif pozitif | X,Y,V sekli | krem-sar1 koloni
Ul1 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz koloni
U12 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
U13 pozitif pozitif X,Y,V sekli | sar1 koloni

Ul4 pozitif pozitif X,Y,V sekli | bej koloni

U21 pozitif zayif pozitif | X,Y,V sekli | turuncu koloni
U22 pozitif pozitif kisa gubuk | kahverengi koloni
U23 pozitif pozitif X,Y,V sekli | krem-sar1 koloni
U24 pozitif pozitif X,Y,V sekli | kahverengi koloni
KY1 pozitif pozitif cubuk opak bej koloni
KY2 pozitif pozitif cubuk beyaz-bej koloni
KY3 pozitif pozitif cubuk krem koloni
KY4 pozitif pozitif X,Y,V sekli | sar1 koloni

011 pozitif pozitif cubuk bej koloni

012 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
013 pozitif pozitif X,Y,V sekli | turuncu koloni
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Cizelge 4.1. (devam ediyor)

014 pozitif pozitif cubuk sar1 koloni

021 pozitif zayif pozitif | X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
022 pozitif pozitif X,Y,V sekli | opak bej koloni
023 pozitif pozitif X,Y,V sekli | opak bej koloni
024 pozitif pozitif X,Y,V sekli | bej koloni

S11 pozitif pozitif X,Y,V sekli | krem Kkoloni

S12 pozitif pozitif kisa gubuk | beyaz-bej koloni
S13 pozitif zayif pozitif | X,Y,V sekli | turuncu koloni
S14 pozitif pozitif X,Y,V sekli | turuncu koloni
S15 pozitif pozitif cubuk beyaz-bej koloni
All pozitif pozitif X,Y,V sekli | bej koloni

Al2 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
Al3 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
Ald pozitif pozitif kisa gubuk | beyaz-bej koloni
Gl1 pozitif pozitif kisa cubuk | sar1 koloni

G12 pozitif zayif pozitif | XY,V sekli | beyaz-bej koloni
G13 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
Gl4 pozitif pozitif cubuk bej koloni

GS1 pozitif pozitif X,Y,V sekli | krem-sar1 koloni
GS2 pozitif zayif pozitif | X,Y,V sekli | krem-sar1 koloni
GS3 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
GS4 pozitif pozitif X,Y,V sekli | krem-sar1 koloni
D11 pozitif pozitif X,Y,V sekli | turuncu koloni
D12 pozitif pozitif X,Y,V sekli | krem-sar1 koloni
D13 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
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Cizelge 4.1. (devam ediyor)

D14 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
KZ1 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
KZ2 pozitif pozitif kisa gubuk | krem-sar1 koloni
KZ3 pozitif pozitif X,Y,V sekli | krem-sar1 koloni
KZ4 pozitif pozitif X,Y,V sekli | krem-sar1 koloni
DK1 pozitif zayif pozitif | kisa gubuk | beyaz-bej koloni
DK2 pozitif pozitif kisa gubuk | beyaz-bej koloni
DK3 pozitif pozitif kisa gubuk | beyaz-bej koloni
DK4 pozitif pozitif kisa gubuk | turuncu koloni
UP1 pozitif pozitif X,Y,V sekli | turuncu koloni
UP2 pozitif pozitif kisa gubuk | opak bej koloni
UP3 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
Kil1 pozitif pozitif X,Y,V sekli | krem-sar1 koloni
Ki2 pozitif zayif pozitif | X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
Ki3 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
Ki4 pozitif pozitif X,Y,V sekli | krem-sar1 koloni
M11 pozitif zayif pozitif | cubuk beyaz-bej koloni
M12 pozitif pozitif cubuk krem-sar1 koloni
M13 pozitif pozitif cubuk beyaz-bej koloni
GAll | pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
GA12 | pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
GA13 | pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
GA21 | pozitif pozitif X,Y,V sekli | krem-sar1 koloni
GA22 | pozitif zayif pozitif | kisa gubuk | krem koloni
GA23 | pozitif zayif pozitif | kisa gubuk | krem koloni
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UCl1 pozitif pozitif X,Y,V sekli | krem-sar1 koloni
UC2 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni
UC3 pozitif pozitif X,Y,V sekli | beyaz-bej koloni

Gram boyama ve katalaz testi pozitif olanlar belirlenmistir. Propiyonik asit bakterilerinin
pleomorfik yapida olmasi nedeniyle izolatlarin mikroskobik morfolojileri incelendiginde
kisa gubuk, ¢ubuk ve X, Y, V seklinde olanlar secilmistir. izolatlarm koloni pigment
olusturma 6zellikleri incelendiginde ise beyaz, bej, krem, sar1, turuncu, kahverengi ve opak
renginde gozlemlenen izolatlar muhtemel propiyonik asit bakterisi olarak degerlendirilmis

ve MALDI-TOF-MS analizine alinmustir.

4.2. MALDI-TOF-MS ile izolatlarin Tanimlanmasi

sonuglar Microflex LT sisteminden skor olarak verilmistir. Cizelge 4.2.’de en iyi hangi

bakteri tiirii ile eslestikleri ve aldiklari skorlar gosterilmistir.

Cizelge 4.2. MALDI-TOF-MS Analiz Sonuglari

Peynirlerden elde edilen izolatlarin yapilan klasik tanilama ¢aligmalar1 sonucunda

MALDI-TOF-MS ile 95 adet izolat analiz edilmis ve Bruker database MALDI
Biotyper Reference Library versiyon 4.0.0.1 (Bruker Daltonics) ile karsilastirildiginda
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iNZglat En Uyumlu Mikroorganizma Skor
S14 Propionibacterium thoenii 1,978
UP1 Propionibacterium thoenii 2,063
K32 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii 1,826
GS4 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii 2,192
K13 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii 2,143
T21 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii 2,148
U23 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii 2,025
S11 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii 2,061




Cizelge 4.2. (devam ediyor)

D12 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii 2,333
K1l Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii 2,192
K22 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii 2,283
K24 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii 2,028
T11 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii 2,162
OC4 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii 2,184
Ul1 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii 1,983
U14 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii 2,318
KY2 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii 2,002
022 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii 2,242
KZ1 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii 2,189
Ki2 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii 1,979
UC2 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii 2,197
K21 Lactobacillus plantarum 2,365
K33 Lactobacillus plantarum 2,155
T24 Lactobacillus plantarum 2,348
0C2 Lactobacillus plantarum 2,130
KY3 Lactobacillus plantarum 1,998
O14 Lactobacillus plantarum 2,056
Al3 Lactobacillus plantarum 2,077
GS2 Lactobacillus plantarum 2,214
Kz2 Lactobacillus plantarum 1,941
Ki1 Lactobacillus plantarum 2,320
M12 Lactobacillus plantarum 1,925
GA21 | Lactobacillus plantarum 2,154
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Cizelge 4.2. (devam ediyor)

UC1 | Lactobacillus plantarum 1,985
DK2 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans 1,964
M11 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 1,959
K12 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 2,011
U12 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 2,057
021 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 2,202
S12 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 2,160
G13 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 2,210
Al2 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 2,081
D14 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 2,382
GA13 | Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 1,896
UC3 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 2,158
GA12 | Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 1,899
Ald Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 2,002
DK1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 1,985
UP3 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 1,965
GA1l | Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 2,098
T12 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 2,108
EK3 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 2,145
DK3 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 1,891
OC3 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 2,007
S15 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 2,174
GS3 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 2,054
T22 Lactobacillus fermentum 1,976
KY1 Lactobacillus fermentum 2,385
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Cizelge 4.2. (devam ediyor)

011 Lactobacillus fermentum 2,081
024 Lactobacillus fermentum 2,215
All Lactobacillus fermentum 1,922
Gl14 Lactobacillus fermentum 2,105
D13 Lactobacillus fermentum 1,997
UP2 Lactobacillus fermentum 1,925
Ki3 Lactobacillus fermentum 1,966
M13 Lactobacillus fermentum 2,019
K31 Enterococcus faecium 2,235
U13 Enterococcus faecium 2,121
KY4 Enterococcus faecium 1,993
G11 Enterococcus faecium 2,262
S13 Enterococcus faecalis 1,981
EK4 Enterococcus faecalis 2,103
GA22 | Enterococcus faecalis 2,097
GA23 | Enterococcus faecalis 2,083
U22 Enterococcus durans 1,972
013 Enterococcus durans 1,932
DK4 | Enterococcus durans 2,104

MALDI-TOF-MS analiz sonuglarina gore izolatlarin %81,1 en az tiir bazinda
giivenilir gekilde identifiye edilmistir. Analize alinan 95 izolattan 21 tanesi
Propionibacterium spp. olarak tanimlanmistir. Tanimlanan izolatlarin  %20’si
Propionibacterium freudenreichii iken sadece %?2’si Propionibacterium thoenii olarak
belirlenmistir. Propiyonik asit bakterilerinin yaninda izolatlardan Lactobacillus ve

Enterococcus olarak tanimlananlar Cizelge 4.2.’de gosterilmistir.
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Izolatlarin biiyiik cogunlugu (%23.,2) Lactobacillus paracasei olarak identifiye
edilirken %13,7 oraninda Lactobacillus plantarum ve %10,5 oraninda Lactobacillus

fermentum olarak tanimlanmustir.

Laktobasiller haricinde MALDI-TOF-MS analizine gore izolatlarin %11,6’s1
Enterococcus olarak belirlenmis ve tir bazinda da ayirt edilmistir. Analiz sonucu
tanimlanan izolatlarin oranlar1 Cizelge 4.3.’te gosterilmistir. Tanimlanan Enterococcus
bakterilerinin 4 tanesi Enterococcus faecalis, diger 4 tanesi Enterococcus faecium ve 3

tanesi de Enterococcus durans ’tir.

Izolatlarin sadece %18,9’u cins seviyesinde giivenilir sekilde tanimlanamamustir.
MAVLDI-TOF-MS analizine alinan 95 izolattan 77 tanesi en az tiir bazinda giivenilir sekilde
tanimlanabilmistir. Hizli ve giivenilir bir tanimlama yontemi olarak MALDI-TOF-MS

analizi bu ¢aligmanin identifikasyon kisminin tamamlanmasini saglamistir.

Cizelge 4.3. MALDI-TOF-MS ile tanimlana izolatlarin tiir bazinda dagilim oranlari

Tamimlanan Mikroorganizma iSZa(;lfstl ?({)/i(i);de
Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii 12 12,6
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii 7 7,4
Propionibacterium thoenii 2 2,1
Lactobacillus paracasei 22 23,2
Lactobacillus plantarum 13 13,7
Lactobacillus fermentum 10 10,5
Enterococcus faecalis 4 4,2
Enterococcus faecium 4 4,2
Enterococcus durans 3 3,2
Giivenilir olmayan tanimlama 18 18,9
Toplam 95 100,0
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Kanak ve Yilmaz (2018) tarafindan yapilan c¢alismada, Tiirkiye’nin yerel
peynirlerinin mikrobiyotasinin MALDI-TOF-MS ile incelenmistir. Bu ¢alismada 6zellikle
Laktik asit bakterileri iistiinde durulmus ve elde edilen izolatlar Enterococcus durans (6),
E. faecalis (18), E. faecium (24), E. italicus (2), Lactobacillus brevis (1), Lb. paracasei (2),
Lb. plantarum (1), Lactococcus lactis (3), Leuconostoc lactis (1), Leu. mesenteroides (11),
ve Streptococcus parauberis (2) olarak tanimlanmistir. Calisma kapsaminda incelenen
peynirlerin arasinda Mihali¢ peynirinin de bulunmasina ragmen bu ¢alismanin aksine hig
Propiyonik asit bakterisi belirlenememistir. Bu sonug, izolatlarin elde edilmesinde
kullanilan besi yerleri ve inkiibasyon sartlarinin bu mikroorganizmalarin gelisimine uygun

olmamasindan kaynaklanabilmektedir.

Nacef vd. (2017) tarafindan gergeklestirilen ve bir Fransiz peynirinde bulunan
laktik asit bakterilerini MALDI-TOF-MS ile belirlemek igin yapilan ¢alismada
Lactabacillus sp. (Lb. plantarum, Lb. paracasei, Lb. curvatus, Lb. rhamnosus, Lb.
fructivorans, Lb. parabuchneri, Lb. brevis) tiirleri en baskin grup olarak belirlenmistir. Bu
calismada da %23,3 oraninda Lactobacillus paracasei en ¢ok bulunan tiir olarak

belirlenmistir.

MALDI-TOF analizi ile bu ¢aligmanin asil konusunu olusturan 21 adet Propiyonik
asit bakterisi tiir seviyesinde tanimlanmistir. Tanimlanan 21 izolatin hepsi klasik ya da
‘dairy’ propiyonik asit bakteri grubundandir. Propionibacterium’un belirlenen 3 farkli

tiiriiniin oransal dagilimi Sekil 4.1.’de gosterilmistir.
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W Propionibacterium freudenreichii ssp. freudenreichii
W Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii
W Propionibacterium thoenii

Sekil 4.1. Mihali¢ Peynirlerinden izole edilen Propionibacterium tiirlerinin oransal
dagilimi

Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii (57 %) izole edilerek
tanimlanan propiyonik asit bakterileri arasinda en baskini olarak belirlenmistir. Bu tiir daha
once Isvicre tipi peynirlerle yapilan bir ¢alismada da en baskin tiir olarak raporlanmustir
(Baer ve Ryba, 1992). Tiirkiye’de Mihali¢ peynirleri ile yapilan baska bir ¢alismada ise
Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii nin bu peynir tiirlinde en sik

rastlanan tiir oldugu kanitlanmistir (Onal-Darilmaz, 2010).

Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii peynirlerden izole edilen ikinci
yiiksek orana sahip (%33) propiyonik asit bakterisidir. Konvansiyonel yontemler ile P.
freudenreichii subsp. freudenreichii ve shermanii’yi ayirt etmek zor ve zaman alicidir. Bu
iki alt tiir laktoz fermentasyonu ve nitrit indirgeme Ozellikleri ile birbirlerinden
ayrilmaktadirlar. P. freudenreichii subsp. shermanii laktozu fermente edip nitrati
indirgeyememektedir (Freitas vd., 2015). P. freudenreichii’nin alt tiirlerinin ayriminda
molekiiler yontemler basarisiz olmasma ragmen MALDI-TOF-MS analizi ayrim igin
basarili bir yontem olmustur (Vorob’eva vd., 2011). Ciinkiit MALDI-TOF-MS, 16S rRNA
geni tarafindan belirtilenden daha ayrintili protein profili, vermekte ve izolat 6rnekleri
arasinda farkliliklar1 daha iyi tespit edebilmektedir (Seuylemezian vd., 2018). Izolat
orneklerinin  MALDI spektrumlari, Propionibacterium’a ait karakteristik protein
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gruplarinin  ‘marker biyomolekiiller’ olmasi nedeniyle kolayca ayirt edilebildigini

gostermistir (Vorob’eva vd., 2011).

MALDI analizi ile belirlenen diger propiyonik asit bakteri tirli ise
Propionibacterium thoenii‘dir. Mihali¢ peynirinden izole edilen ve tanimlanan propiyonik
asit bakterilerinin %10’unu olusturmaktadir. Bu bulgunun aksine Onal Darilmaz (2010)
Tiirk peynirlerinde bulunan propiyonik asit bakterilerini tanimlamak i¢in yaptig1 ¢calismada
hi¢ P. thoenii belirleyememistir. Bu sonu¢ o6zellikle farkli iireticilerden elde edilen
geleneksel peynirlerin farkli lezzet, aroma ve tekstiirde olmasinin nedeninin farklh

mikrobiyotaya sahip olmalarindan kaynaklandigini1 géstermektedir.

Mikroorganizmalarin fonksiyonel 6zelliklerinin susa bagli olmasi gercegi 6zellikle
starter kiiltiir olarak kullanilacak mikroorganizmalarin en azindan tiir bazinda daha iyisi
sus seviyesinde tanimlanmas1 gerekmektedir. Molekiiler tanimlama yontemleri yeterince
iyl olmalarina ragmen son zamanlarda MALDI-TOF-MS sistemleri hizli sonug alma ve
diisiik maliyetleri nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir. MALDI-TOF-MS analizi ile bir
mikroorganizma on hazirlik gerektirmeksizin 5-6 dk gibi kisa bir siirede %20-30 daha

ucuza tanimlanabilmektedir (Seng vd., 2009).

Propiyonik asit bakterilerinin giivenli bir sekilde tanimlanmasi ve birbirinden
ayrilmasi Ozellikle gida arastirmalar i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir. Peynir kalitesi i¢in
gerekli olan spesifik starter kiiltlirlerin se¢imi, hizli, ekonomik ve gilivenilir bir tanimlama

yontemi olan MALDI-TOF-MS analizleriyle miimkiin kilinabilecektir.

4.3. Propiyonibakterilerin  Farkli Linoleik Asit Konsantrasyonlarina Karsi

Duyarhhiginin Degerlendirilmesi

Arastirma kapsaminda Mihali¢ peynirlerinden izole edilip tanimlanan 21 adet
propiyonik asit bakterisinin KL A iiretim potansiyellerinin incelenmesi i¢in ilk agamada
linoleik aside olan duyarliliklar1 aragtirilmistir. Boliim 3.2.4.“te bahsedildigi sekilde analiz
gergeklestirilmistir. Sonuglar icin tiiplerdeki bulanikliklar degerlendirilmis ve Cizelge

4.4 te gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. Propiyonik asit bakterilerinin serbest linoleik aside (25, 50 ve100 pg/mL) kars1 duyarliliklar

LA konsantrasyonu (ug/mL)

75

Sus No | MALDI-TOF-MS’te Belirlenen PAB Tiirleri
25 50 100
K11l Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii - - -
K22 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii - - -
K24 | Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii - - -
T11 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii - - -
OC4 | Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii - - -
Ul11 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii - - -
U14 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii - - -
KY2 |Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii - - -
022 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii - - -
KZ1 |Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii - - -
Ki2 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii - - -
UC2 | Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii - - -
T21 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii + + -




Cizelge 4.4. (devam ediyor)

K13 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii ++
023 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii +
S11 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii +
D12 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii ++
K32 | Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii ++
GS4 | Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii ++
UP1 Propionibacterium thoenii +
S14 Propionibacterium thoenii +

“— “ bulaniklik yok, gelisme yok, *“ + * az bulaniklik var, gelisme az, *“ + + * bulaniklik var, gelisme var
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Propiyonik asit bakterilerinin serbest linoleik aside karsi duyarliliklarini taramak
icin yapilan ¢alismada Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii olarak
tanimlanan 12 izolat (K11-UC2) test edilen en diisiik linoleik asit konsantrasyonuna (25
ug/mL) karsi duyarl oldugu gozlenmistir. Ayica test edilen biitiin izolatlar 100 ug/mL
linoleik asit konsantrasyonuna karsi direng gosterememis ve tiiplerde herhangi bir
gelismeye rastlanmamustir. Rainio vd. (2001) P. freudenreichii subsp. shermanii JS ile
yaptig1 calismada da 15 pg/mL linoleik asitle baslanan ¢alismada gelisme fazinda azalma
ve konsantrasyon 100 pg/mL oldugunda gelismenin tamamiyla durdugu belirlenmistir.
Linoleik asidin propiyonik asit bakterileri {izerinde besi yeri ortaminda antimikrobiyal etki
gosterdigi bilinmektedir (Boyaval, Corre, Dupuis ve Roussel, 1995). Bu arastirmada T21,
K13, 023, S11, D12, K32, GS4 kodlu Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii
ve UP1, S14 kodlu Propionibacterium thoenii olarak tanimlanan izolatlarin hepsi 25
pug/mL linoleik asit konsantrasyonuna karsi direng gosterip gelisebilirken, sadece T21,
K13, K32 ve GS4 kodlu Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii ve UP1 kodlu

Propionibacterium thoenii 50 pg/mL linoleik asit varliginda gelisme gosterebilmislerdir.

Propiyonik asit bakterilerinin linoleik asit duyarliliginin dogrudan KLA iiretim
kapasiteleri ile iliskilendirildigi bilinmektedir. Jiang vd.’nin (1998) yaptigi ¢alismada
propiyonik asit bakterilerinin serbest linoleik asidi KLA’ya izomerize etme
reaksiyonlarinin, bir detoksifikasyon metodu olarak kullanmalar1 nedeniyle KLA iiretimi
ile KLA iireten suslar arasinda linoleik asidi tolere edebilme yetenegi arasinda pozitif bir

korelasyon bulunmustur.

Linoleik asidin Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii JS’e karsi
antibakteriyel etkisini azaltmaya yonelik yapilan bir ¢alismada; polyoxyethylene sorbitan
monooleate deterjan yardimiyla 1000 pg/mL linoleik asit konsantrasyonuna kadar direng
saglandig1 tespit edilmistir (Rainio vd., 2001). Besi yeri ortaminda deterjan kullanilarak
saglanan yiiksek linoleik asit miktari, yiiksek oranda KLA {iretimini saglarken, bu

uygulamanin gida tiriinlerine uygulanabilirligi miimkiin degildir.

Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii olarak tanimlanan
izolatlarinin hepsi test edilen en diigiik konsantrasyona dahi duyarli olmasindan dolay:
KLA iiretim kapasitelerinin ¢ok diisiik olacagi sonucuna varilmistir. Bu nedenle bundan

sonraki analizlerde bu izolatlar kullanilmamastir.
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4.4. Linoleik Asit Duyarhih@ Belirlenen izolatlarn KLA Uretim Kapasitelerinin

Belirlenmesi

Linoleik aside kars1 duyarlilig: test edilen T21, K13, U23, S11, D12, K32, GS4
kodlu Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii ve UPI, S14 kodlu
Propionibacterium thoenii izolatlarinin 50, 40, 25 ve 10 pg/mL linoleik asit igeren besi
yeri ortaminda gelisen canli hiicre sayimlari bolim 3.2.3’te anlatildig1 gibi yapilmis ve

sonuglar Sekil 4.2.’de gosterilmistir.

0 pg/ml  — 05 g/ml  —— 40 pg/ml 50 pg/ml e o BLA

c b,c bc
b
b
a,b
b
[ ]

T21 K13

10,00

8,0

o

6,0

log kob/ml
o

o

4,0

2,0

o

0,0

o

Izolatlar

Sekil 4.2. 10, 25, 40 ve 50 pg/mL linoleik asit iceren YEL besi yerinde gelisen propiyonik

asit bakterisi sayilarindaki degisim BLA:  Belirlenebilir
limitin altinda (< 1 log kob/mL) a, b, c: Her bir LA
konsantrasyonu igin farkli harfler ile gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.

Propiyonik asit bakterilerinin linoleik asite karst duyarli olduklar1 ve LA varliginda
gelisiminin azaldigi veya tamamen durdugu boliim 4.3.’de bahsedilmisti. Bu boliimde daha
diisiik konsantrasyonlarda PAB’larin sayimi ve bu oranda linoleik asitten KLA {iretim
miktarlar1 hesaplanmistir. Sekil 4.2.°de goriildiigii gibi test edilen en yiiksek
konsantrasyona (50 pg/mL) K32, GS4 ve UP1 kodlu izolatlar direng gdstermis ve bakteri
sayimlar sirastyla 3,32; 3,04 ve 2,08 log kob/mL olarak belirlenmistir. izolatlar en yiiksek
saytya en diisik konsantrasyonda (10 pg/mL) ulasmistir. K32 ve GS4 kodlu P.
freudenreichii subsp. shermanii, 10 ve 25 pg/mL linoleik asit oranlarinda sirasiyla
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9,89/9,45 ve 9,00/9,34 log kob/mL sayilarina ulagmistir. Linoleik asit orant 10 pg/mL
oldugunda K32, GS4, UP1 ve S14 kodlu izolatlar istatiksel olarak anlaml1 oranda (p<0,05)
diger izolatlardan daha yiiksek sayiya ulagsmislardir.

T21, K13, U23, S11, D12 kodlu Propionibacterium freudenreichii subsp.
freudenreichii olarak tanimlanan izolatlar, test edilen her LA oraninda K32 ve GS4 kodlu
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii olarak tanimlanan izolatlardan 6nemli
derecede farkli (p<0,05) duyarhilik gostermistir. Bu sonuglar bir Onceki boliimde
buldugumuz LA duyarlilik testi ile tutarlilik i¢indedir. Aym sekilde UP1 ve S14 kodlu
Propionibacterium thoenii olarak tanimlanan izolatlar da anlamli olarak 10 ve 25 ng/mL
linoleik asit oranlarinda Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii olarak

tanimlanan izolatlardan farklilik g6stermistir.

Bu c¢alismanin asil hedeflerinden biri yiiksek KLA {iireten propiyonik asit
bakterilerini belirlemektir. Cizelge 4.5‘te LA duyarlilig1 test edilmis 9 adet izolatin KLA
iiretim miktarlar1 gosterilmistir. Linoleik asit konsantrasyonu 10 pg/mL oldugunda en
yiiksek KLA {iretimi gerceklestiren izolatlar sirastyla GS4, K32 ve UP1°dir. Aralarinda
istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0,05). Linoleik aside duyarliligi daha yiiksek
oldugu belirlenen T21 ve K13 ise diger izolatlara gore istatistiksel olarak 6nemli derecede
diistik verimle KLA tretebilmistir (p<0,05). Rumende bulunan birgok bakteri tiiriiniin
doymamis yag asitlerini, 6zellikle LA'y1 KLA'ya doniistiirdigii bilinmektedir. Bununla
birlikte, konjuge yag asitlerinin verimi sustan susa degismekte bu nedenle bakteri se¢imi
onem arz etmektedir. Ayrica, pH, sicaklik, oksijen ve gelistirme ortaminin se¢imi de dahil
olmak tizere bir¢ok faktoriin mikrobiyal tiretim siirecini etkiledigi bildirilmistir (Gong vd.,
2019). KLA iiretimi konusunda 6zellikle Lactobacillus ve Bifidobacterium 6n plana ¢iksa
da Propionibacterium‘un KLA iretimiyle ilgili ¢cok sayida ¢aligma mevcuttur (Salsinha,
Pimentel, Fontes, Gomes ve Rodriguez-Alcala, 2018; Angelopoulou vd., 2017; Gorissen
vd., 2015; Wang vd., 2007; Auli Rainio vd., 2002; Jiang vd., 1998;Verhulst vd., 1987).

Cizelge 4.5. 10, 25, 40 ve 50 pg/mL linoleik asit iceren YEL besi yerinde gelisen
propiyonik asit bakterilerinin toplam KLA {iiretim miktarlar1 (ug/mL) ve LA’y1 KLA’ya
doniistiirme oranlari (%)

LA konsantrasyonu

tlar

izola
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10pg/mL 25 pg/mL 40 pg/mL 50 pg/mL

Verim Verim | KLA | Verim | KLA | Verim

KLA pg/mL (%) KLA pg/mL (%) |pg/mL | (%) |pg/mL| (%)

T21 |2,81+0,10c |28,07 |3,85+0,53 b,c |15,41 |- - - -

K13 |3,06+0,22¢ |30,60 |4,23+0,15b 16,90 |- - - -

U23 [3,27+0,25b,c |32,70 |2,94+0,84¢c |11,76 |- - - -

S11 |4,12+0,37b 41,20 |- - - - - -

D12 |3,63+0,52 b,c |36,33 |- - - - - -

K32 |6,84+0,53 a |68,43 |8,85+0,26a 3540 |- - - -

GS4 |7,16£0,23a |71,57 |9,0840,46a |36,30 |- - - -

UP1 |6,63+0,50a [66,33 |3,28+0,57c [13,10 |- - - -

S14 |4,50+0,75b 45,00 |3,93+0,59 b,c |15,70 |- - - -

-: KLA belirlenememistir.
a,b,c: Her bir siitunda farkli harfler ile gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.

Lactobacillus, Propionibacterium ve Bifidobacterium cinslerine ait farkli tiirlerin
konjuge linoleik asit iiretimlerinin incelendigi bir ¢alismada serbest linoleik asit (500
pug/mL) iceren besi yeri ortaminda Propiyonibakterilerin, KLA {iretim oranlar1 %14-28
arasinda, degismektedir. Propiyonibakteriler icinde en yliksek KLA {iretimi P.
freudenreichii subsp. shermanii S28’de 140 ug/mL, olarak, en diisiik KLLA sentezi ise P.
freudenreichii subsp. shermanii S21°de 70 pg/mL olarak belirlenmistir. (Yigit Dogan,
2011). KLA doniistiirme oranlart bu galigmanin sonuglari ile karsilastirildiginda daha
diisiiktiir, fakat tiretilen KLA miktarlar1 daha yiiksek oranda substrat kullanildig1 i¢in daha
yiiksektir. Bakterilerin LA’ya kars1 duyarliliginin susa bagl degistigi bilinmekte ve bu
duyarliligin KLA {iretim kapasitesini etkiledigi bilinmektedir. Yigit Dogan’mn (2011)
calismasinda kullandig1 PAB suslari LA’ya kars1 daha direngli olduklarindan ve farkl: besi
yerinde KLA firetimi gergeklestirildiginden dolayi yiiksek konsantrasyonlarda KLA

iiretebilmislerdir.

Rainio vd. (2001) Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii JS ile KLA
tiretimi gergeklestirmek i¢in yaptiklart ¢aligmada asil olarak polyoxyethylene sorbitan

monooleate kullanarak LA direncini arttirmay1 amaglamislardir. Linoleik asit iceren (600
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ng/mL) MRS besi yerinde herhangi bir deterjan ilavesi olmadiginda sadece %0,4 oraninda
(2,4 pg/mL) KLA iiretebilmislerdir. Kullanilan substrat miktari bizim ¢alismamizdakinden
cok daha yiiksek olmasina ragmen elde edilen KLA miktar1 daha diisliktiir. Bizim
calismamizda 10 ug/mL LA igeren YEL besi yerinde 2,8-7,2 ng/mL KLA, 25 ug/mL LA
bulunan ortamda ise 11,8-36,3 pg/mL KLA {iretilmistir.

Propionibacterium ve Bifidobacterium cinslerine ait bazi mikroorganizmalarin
farkli yag asitlerini KLA doniistirme oranlarinin incelendigi bir c¢alismada P.
freudenreichii subsp. shermanii JS, P. freudenreichii subsp. shermanii 9093, P.
freudenreichii subsp. freudenreichii Propioni-6 ve P. freudenreichii subsp. freudenreichii
ATCC 6207 suslarinin linoleik asidi (450 pg/mL) KLA’ya doniistirme verimlilgi
calisilmistir. En yiliksek doniistiirme oran1 %47,4 ile P. freudenreichii subsp. shermanii
9093 (214 pg/mL KLA) aittir. Diger P. freudenreichii subsp. shermanii JS susu ise ayni
ortamda sadece %38,8 doniisiim saglayabilmistir (6 pg/mL KLA). Bu sonuglar KLA iiretim
yeteneginin sus bazinda degisebildigini gostermektedir (Hennessy vd., 2012). Calismada
ulasilan en yiiksek doniistiirme orani (%47,4) bu ¢alismada bulunan en yiiksek doniistiirme
oranindan (%71,6) distktiir. Buradan agik¢a anlagilmaktadir ki KLA doniistiirme orani
kullanilan bakterilerin izomerizasyon kapasitesiyle ilgilidir (Hennessy vd., 2012; Jiang vd.,
1998)

Yiiksek linoleik asit konsantrasyonun KLA iretimini dogrudan etkiledigi
calismamizda da gozlemlenmistir. Test edilen 40 ve 50 pg/mL LA igeren besi yeri
ortaminda hi¢ KLA sentezi gerceklesmemistir. Linoleik asidin inhibe edici etkisinden
dolay1 bu oranlarda bakteri gelisimi ya ¢ok azalmis ya da tamamen durmustur (Sekil 4.2.).
KLA iiretim kapasitelerinin susa bagli olarak ¢ok degisiklik gosterdigi bilinmektedir.
Bununla beraber ortam sartlarinin da KLA sentezinde etkisi mevcuttur. Bu calisma
kapsaminda yiiksek KLA {iretim potansiyeline sahip PAB izolatlar1 Mihali¢ peynir
iretiminde kullanilmasi hedeflendigi i¢in pH ve tuz konsantrasyonunun KLA iiretimi
tizerindeki etkisi de incelenmistir. Bu amagla KL A verimi anlamli oranda (p<0,05) yiiksek
olan K32, GS4, UP1 ve S14 kodlu izolatlar ile ¢alismaya devam edilmis bu bakterilerin

farkli pH’da ve farkli oranda tuz iceren ortamlarda gelismeleri degerlendirilmistir.
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4.5. Propiyonibakterilerin Farkh pH Degerlerine Toleransinin Degerlendirilmesi

KLA sentezleme yetenegi 10 pg/mL LA konsantrasyonuna gore yiiksek oldugu
belirlenen K32, GS4, UP1 ve S14 kodlu izolatlarin farkli pH degerlerine (pH 7,0; 6,5; 6,0;
5,5 ve 5,0) sahip besi yeri ortaminda 72 saat inkiibasyon sonucu sayimlart yapilmis (boliim
3.2.3) ve elde edilen sayimlar Sekil 4.3.’te gosterilmistir.

e K32 GS4 s UP1 S14 - « «BLA
10
8
E 6
o)
9
(@)
= 4
2
0
pH 6,5 pH 6,0 pH 55 pH 5,0

Sekil 4.3. pH 7,0; 6,5; 6,0; 5,5 ve 5,0 olan besi yerinde gelisen propiyonik asit bakterisi
sayilarindaki degisim

BLA: Belirlenebilir limitin altinda (< 1 log kob/mL)

a,b: Her bir pH’da farkli harfler ile gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.

Propiyonik asit bakterilerinin pH duyarliliklar1 degerlendirildiginde optimum
gelisme pH’s1 olan pH 7 seviyesinde tiim izolatlarin sayiminda istatistiksel olarak anlamli
bir fark yoktur (p>0,05). Bakteri sayilart pH 7 de 8,22-9,38 log kob/mL araligindadir.
Geligsme ortaminin pH’s1 6,5 oldugunda K32 ve GS4 (P. freudenreichii subsp. shermanii)
kodlu izolatlarin sayist sirasiyla %27,7 ve %21,7 oraninda azalmis ve onemli derecede
diger iki izolattan (UP1 ve S14) farklilik gdstermislerdir (p<0,05). UP1 ve S14 kodlu
izolatlar ise pH 7’deki sayimlarina gore sirasiyla %16,6 ve %16,9 oraninda azalma

gostermistir. Tiim izolatlardan elde edilen verilere gére propiyonibakterilerin farkli pH
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degerlerine direnci oldukg¢a zayif bulunmustur. Besi yerindeki pH degisimi bakterilerin

gelisimini olumsuz yonde etkilemistir.

Izolatlarin tamami pH5 te gelisim gdsterememis ve tamamen inhibe olmustur. P.
thoenii olarak tanimlanan UP1 ve S14 kodlu izolatlar ise pH 5,5 oldugunda da gelisim

gosterememistir.

P. freudenreichii subsp. shermanii ve P. thoenii olarak tanimlanan bakteriler
optimum gelisim pH’lar1 (pH 7) disinda biitiin pH degerlerinde istatiksel olarak anlamli
sekilde birbirinden farklidirlar (p<0,05). pH 6 orani haricinde biitiin pH seviyelerinde P.
freudenreichii subsp. shermanii, P. thoenii 'ye gore daha direnclidir. Aynu tiirler iginde ise

farkli pH degerlerine kars1 gosterilen direng 6nemli bulunmamistir (p>0,05).

Geleneksel Tiirk peynirlerinden izole edilen propiyonik asit bakterilerinin pH
direnclerinin degerlendirildigi bir caligmada ortamdaki asitlik miktar1 ile bakterilerin
yogunlugunu ters orantilt oldugu bildirilmistir. Arastirmamizdan farkli olarak test edilen
P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO7 susunun pH 2 seviyesine kadar direng
gosterebildigi, bakterilerin pH direnclerinin yiiksek EPS iiretim kabiliyetleri ile pozitif
korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Onal-Darilmaz, 2010).

Campaniello, Bevilacqua, Sinigaglia ve Altieri (2015) PAB’larin probiyotik
ozelliklerini belirlemek i¢in gergeklestirdikleri calismada pH 2,5 ve %0,3 safra tuzu igeren
besi yerinde 3 saat sonunda test edilen (P. freudenreichii, P. thoenii, P. jensenii ve P.
acidipropionici) bakterilerin hi¢ birinde canlilik kaybi gozlemlenmezken 24 saatlik
inkiibasyon sonucunda P. freudenreichii subsp. shermanii, P. jensenii ve P. thoenii
bakterileri en az %30 oraninda canliligini yitirmistir. Inkiibasyon siiresi pH direncini
olumsuz etkilemektedir. Bizim ¢aligmamizda farkli pH seviyelerinde 72 saat inkiibasyon
sonras1 bakteri sayimi1 yapilmis ve pH degerinin azalmasiyla bakteri sayiminin azaldig: net

bir sekilde goriilmiistiir.

Test edilen suslarin, asidik pH‘da canliligini1 koruyabilme yeteneklerinin literatiirde
bulunan sonuglardan farkli olma egilimi ayrica giiclii sus spesifikligine bagli olabilir. Boke,
Aslim ve Alp (2010) klasik propiyonik asit bakterilerinde pH direncinin susa bagli olarak
degistigini bildirmistir.
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Susa gore degisen asit direncinin yaninda bakterilerin gelistigi besi yeri ortaminin
da bu diren¢ mekanizmasinda onemli etkisi olmaktadir. Serbest besi yeri ortaminda
gelistirilen bakterilerin peynirde bulunanlara gore daha fazla asit duyarliligt oldugu
belirlenmistir (Altieri, 2016). Calismamizda da besi yeri ortaminda pH 5 seviyesinde
izolatlar canliligi1 devam ettiremezken Mihali¢ peynir iiretiminde kullanildiklarinda

canliliklarin1 devam ettirebilmislerdir.

4.6. Propiyonibakterilerin Farkh Tuz Konsantrasyonlarina Toleransinin

Degerlendirilmesi

K32, GS4, UP1 ve S14 kodlu P. freudenreichii subsp. shermanii ve P. thoenii
olarak tanimlanan izolatlarin farkli tuz oranlarina (%0,5; 1,0; 2,5; 5,0 ve 10) sahip besi yeri
ortaminda 72 saat inkiibasyon sonucu ulastiklar1 hiicre sayis1 boliim 3.2.3’te anlatildig: gibi

belirlenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.4.’te gdsterilmistir.

K32 GS4  wmmmm (JP] S14 == . -BLA

10

log kob/ml
o N IS D oo
_
-

0,50% 1% 2,50% 5% 10%

Sekil 4.4. Tuz oram1 %0,5; 1,0; 2,5; 5,0 ve 10 olan besi yerinde gelisen propiyonik asit
bakterisi sayilarindaki degisim
BLA: Belirlenebilir limitin altinda (< 1 log kob/mL)

a,b: Her bir tuz konsantrasyonunda farkli harfler ile gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden
farklidir.
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Tiim izolatlardan elde edilen verilere gore P. freudenreichii subsp. shermanii ve P.
thoenii bakterilerinin %0,5 ve %]1°lik tuz konsantrasyonuna toleransi istatiksel olarak
anlamli derecede farklidir (p<0,05). P. freudenreichii subsp. shermanii olarak tanimlanan
K32 ve GS4 kodlu izolatlar %0,5 tuz i¢eren besi yeri ortaminda sirasiyla 8,22 ve 8,35 log
kob/mL sayisina ulasirken tuz orani %1 oldugunda bu deger 8,4 ve 7,9 log kob/mL olarak
belirlenmistir. P. thoenii olarak tanimlanan UP1 ve S14 izolatlar1 ise %0,5 ve %1 tuz

oranlarinda sirasiyla 9,1/9,2 ve 9,5/9,6 log kob/mL degerlerine ulagsmustir.

Tuz konsantrasyonu %2,5 oldugunda ise S14 kodlu izolat diger bakterilerden daha
fazla hassasiyet gostererek istatiksel olarak anlamli derecede sayis1 azalmis (p<0,05) ve 6,8
log kob/mL olarak belirlenmistir. Bu tuz konsantrasyonunda diger {i¢ izolat arasinda

anlamli bir farka rastlanmamistir (p<0,05).

K32 kodlu P. freudenreichii subsp. shermanii %5 ve %10 tuz konsantrasyonunda
tamamen inhibe olurken, GS4 kodlu P. freudenreichii subsp. shermanii %5 tuz oranina en
direncli bakteri olmustur. Fakat bu izolat da %10 tuz oranina direng gosterememistir. GS4
kodlu P. freudenreichii subsp. shermanii ve UP1 kodlu P. thoenii %5 tuz oranma kars1
onemli derecede direng gosterirken S14 kodlu P. thoenii istatiksel olarak 6nemli farkla
daha az direng gosterebilmis ve belirlenebilir limite yakin tahmini sayida (1,8 log kob/mL)
gelisebilmistir.

Tiim izolatlar %10 tuz oranina tolerans gosterememis ve inhibe olmustur.
Propiyonik asit bakterilerinin artan tuz konsantrasyonlarinda aktif kalabilme yetenegi susa
bagimli oldugu bildirilmistir (Thierry vd., 2011a). Bu ¢alismada tuza karsi olan tolerans
disiik konsantrasyonlarda tiire bagli iken, %5 tuz oraninda sus bazinda farklilik

gozlenmistir.

Tuz oraninin artmastyla suslarin direngliligi arasinda gozlenen farklar literatiirde de
tespit edilmis ve tuzun etkisi propiyonik asit fermentasyonunun tamamen bitmesi ya da
azalmasi seklinde gozlenmistir. Tuz duyarliligi normal sartlarda (%1 tuz) teknolojik
yeteneklerden bagimsiz olmasina karsin tuz oraninin artmasindan en fazla CO; iiretimi
etkilenmektedir. Bazi tuza duyarli suslar, birbirine yakin bir propiyonat/asetat orani
gostermektedir. Bu deger, Propionibakteriler igin tarif edilen ii¢iincii metabolik yola
karsilik gelir: ti¢ laktat -> 1 siiksinat + 1 propiyonat + 1 asetat (Richoux, Faivre ve Kerjean,
1998).

85



4.7. Corek Otu Yag lave Edilmis Ortamda PAB’larin Gelisimi ve KLA Uretiminin

Degerlendirilmesi

Linoleik asit konsantrasyonu 10 ug/mL olacak sekilde ¢orek otu yagi ilave edilmis
besi yeri ortaminda gelistirilen izolatlarin gelisim durumlari ve KLA iiretim miktarlari

Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Corek otu yagi iceren besi yerinde gelisen propiyonik asit bakterilerinin
gelisim durumlari ve toplam KLA {iretim miktarlart (pg/mL)

izolatlar :?c?b mL Pp(tlg_/?nL

K32 8,21+0,24 b 3,99+0,16 a
G4 9,10+ 0,48 a 424+031a
UP1 9,26 +£0,33 a 3,91+0,36a
S14 8,45+ 0,66 a,b 2,10+0,11b

a,b,c (}): Her siitunda farkli harfler ile gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.

Corek otu yagi igeren besi yerinde gelistirilen izolatlar 9,29-8,21 log kob/mL
araliginda gelisim gostermislerdir. UP1 kodlu P. thoenii izolat1 en yiiksek sayima
ulasirken, GS4 ve S14 izolatlar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0,05).
K32 kodlu P. freudenreichii subsp. shermanii ise 8,21 log kob/mL ile digerlerine gore daha

az gelisme gostermistir.

[zolatlarin linoleik asit kaynag olarak ¢orek otu yag: ilave edilen besi yerinde KLA
tiretim miktarlar1 2,10- 4,24 pg/mL araliginda belirlenmistir. GS4 kodlu P. freudenreichii
subsp. shermanii en yiiksek miktarda (4,24 pg/mL) KLA iiretebilmistir. K32 ve UP1 kodlu
izolatlar istatiksel olarak anlamli derecede farki olmayan miktarlarda KLA
tretebilmiglerdir (p>0,05). En az oranda KLA {iretimi S14 kodlu P. thoenii ile
gergeklestirilmistir.

Saflinoleik asitten elde edilen KLA tiretimleri ile karsilastirildiginda ¢orek otu yagi
iceren Dbesi yeri ortaminda, ortalama %45 daha az KLA dretimi gerceklestigi

goriilmektedir.
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Literatiirdeki ¢aligmalarin birgogunda benzer sonuglar gozlenmistir. Aycigcek yagi
ile saf linoleik asitten laktik asit bakterilerini kullanarak KLLA iiretimini arastiran bir
calismada hidrolize edilmis ay¢igek yagindan (4 mg/mL) 0,064 mg/mL KLA elde
edebilirken saf linoleik asit ilave edildiginde 1,65 mg’a kadar KLA iiretilebildigi
bildirilmistir (Ballikaya, 2007).

Hidrolize ve hidrolize olmayan soya yaginin ilave edildigi siit benzeri bir besi yeri
ortaminda KLA iiretimini inceleyen bir ¢alismada Propionibacterium freudenreichii subsp.
shermanii 56, P. freudenreichii subsp. shermanii 51 ve P. freudenreichii subsp.
freudenreichii 23 bakterileri hidrolize yag igeren ortamda KLA iiretebilirken (2,21 mg
KLA/ g yag), %1 hidrolize olmayan soya yag1 iceren besi yerinde KLA iiretememislerdir
(Xu, Boylston ve Glatz, 2004). Bu ¢alismada ¢orek otu yagi hidroliz edilmeden misel

¢ozelti olarak kullanildigi i¢in KLA {iretiminde azalma g6zlenmis olabilir.

Farkli oranlarda Aygigek yagi kullanilarak KLA iiretimini inceleyen bir ¢alismada
ise Aygicek yagi bu calismada oldugu gibi misel ¢ozelti olarak besi yerine ilave edilmis ve
KLA iiretimi degerlendirilmistir. P. freudenreichii subsp. shermanii, sodyum laktat besi
yerinde kontrolde 3,41 ug/mL KLA iiretebilirken, 9,6 mg/mL Aygicek yagi iceren besi
yerinde KLA konsantrasyonunu 73,9 pg/mL'ye arttirmistir (Wang vd., 2007). Yagsiz siit
tozu ve MRS besiyerlerinin de test edildigi ¢alismada gelisme ortaminin da bakterinin KLA
iiretim miktar1 iizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu gostermistir. Arastirmamizda ¢orek otu
yag1 igeren YEL besi yerinden 2,1-4,24 pg/mL KLA elde edilmistir. Wang vd.(2007) 3,41
pg/mL olan KLA miktarinin besi yerine polyoxyethylene sorbitan monooleate igeren

aycicegi karistmini ilave ederek arttirmay1 basarmistir.

Linoleik asit, pH, tuz duyarlilign ve ¢orek otu yagi igeren besi yerinde gelisimi
degerlendirilen izolatlar arasinda P. freudenreichii subsp. shermanii olarak tanimlanan
K32 ve GS4 kodlu izolatlarin incelenen 6zelliklerinin ¢cogunda istatiksel olarak anlamli bir
fark olmadig1 goriilmiistiir. Sadece %5 tuz oranina GS4 kodlu izolat anlamli derecede
diren¢ gosterirken (p<0,05) K32 gelisme gosterememistir. Ayrica her iki izolat MALDI-
TOF analizi sonucu ayni sus olarak tanimlandigi i¢in peynir yapiminda KLA verimi %72
olan GS4 kodlu izolat kullanilmistir. P. thoenii olarak tanimlanan UP1 ve S14 izolatlar
arasinda linoleik asit duyarliligi agisindan anlamli bir farklilik olmazken (p<0,05), tuz
direnci incelendiginde UP1 kodlu P. thoenii istatiksel olarak 6nemli derecede farklilik

gdstermistir. Ayrica bu iki izolatin KLA verimi degerlendirildiginde %66 verimle UP1
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kodlu izolat anlaml1 derece yliksek verime sahip oldugu i¢in peynir liretiminde bu kiiltiir

kullanilmistir.

Sonug olarak mihali¢ peynirinden izole edilip tanimlanan 21 adet PAB ilk 6nce LA
duyarhliklarima gore taranmis ve direngli olan 9 izolatin KLA iiretim kapasitesi
degerlendirilmistir. Buradan KLA iiretme yetenegi en yiiksek belirlenen 4 izolatin pH ve
tuz duyarhliklarina bakilmustir. izolatlarin pH duyarliklar1 arasinda ayirt edici bir farklilik
olmadiginda tuz direnci en iyi olan ve KLA tiretim kapasitesi yiiksek olan P. freudenreichii

subsp. shermanii GS4 ve P. thoenii UP1 bakterileri peynir iiretimi i¢in secilmistir.

4.8. Mihali¢ Peynir Uretimi

KLA miktar yiikseltilmis Mihali¢ peyniri liretimi gerceklestirmek amaciyla bu
calisma kapsaminda ozellikleri ve KLA {iretim potansiyelleri degerlendirilen P.
freudenreichii subsp. shermanii ve P. thoenii beraber ve ayr1 ayr1 kullanilmigtir. Linoleik
asit kaynagi olarak siite saf linoleik asit ve ¢orek otu yagi ilave edilmistir. Her iki parametre
icin kontrol iretimi de yapilmis toplam 12 adet Mihali¢ peynir drnegi analiz edilmistir

(Cizelge 3.4).

4.9. Mihali¢ Peyniri Mikrobiyolojik Analizleri

Peynirlerin mikrobiyolojik 6zellikleri 6zellikle peynirin olgunlagmasinda en 6nemli
faktorlerden biridir. Mikroorganizmalar hem peynir lretiminde hem de olgunlasma
stirecinde ¢ok Onemli gorevler alirlar. Olgunlagsma siiresince gerceklesen komplike
reaksiyonlarin birincil sorumlularidir. Peynir mikrobiyotasi peynirde hem lezzet olusumu
hem de tekstiir olusumu agisindan ¢ok onemlidir. Bu kapsamda bu ¢aligmada olgunlagsma
boyunca peynirlerin toplam mezofilik aerobik, laktik asit ve propiyonik asit bakteri

sayimlart yapilmstir.

4.9.1. Mihali¢ Peynirlerinin Olgunlagsma Periyodunda Toplam Mezofilik
Aerobik Bakteri (TMAB) Sayisi

Peynir 6rneklerinde 3, 14, 30, 60 ve 90. giin sonunda toplam mezofilik ve aerobik
bakteri sayimin1 32°C de 48 saat inkiibasyon sonrast Bolim 3.4.1°de agiklandigi gibi
yapilmistir. Peynirlerin olgunlagsma boyunca TMAB sayilart Cizelge 4.7°de verilmistir.

Peynirlerde toplam canli bakteri sayisi kullanilan ¢ig siitiin kalitesine, kullanilan
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salamuranin tuz oranina, su aktivitesine, pH’ya, ve asitlige baglhidir (Giirsoy ve Kesenkas,

2011). Bu kriter acisindan peynirler incelendiginde olgunlagsma zamaninin toplam canli

sayisina etkisinin 6nemli oldugu gériilmektedir (p<0,05).

Cizelge 4.7. Mihali¢ Peynirlerinin Olgunlagsma boyunca Toplam Mezofilik Aerobik
Bakteri sayis1 (log kob/g)

LA kaynagi: Linoleik Asit (L)

o P. freudenreichii
P. freudenreichii . .. Kontrol
e e " P. thoenii subsp. shermanii R .
Kiiltiir tiirii | subsp. shermanii - (Kiiltiir Tlavesiz)
F) (m + P. thoenii (K)
(ET)

3. Giin |9,34+0,04 a AB 9,63+0,10 a A 9,52+0,34 ab AB 9,12+0,12bB

14. Giin | 8,43+0,94 ab A 9,26+0,15b A 9,13+0,59 b A 9,82+0,07 a A
c
E 30. Giin |8,20+1,03 ab B 9,48+0,03 ab AB 10,05+0,07 a A 10,02+0,03 a A
(3]
N | 60. Giin |9,42+0,03 a A 8,75+0,05 cB 9,66+0,20 ab A 9,454+0,09 ab A

90. Giin |7,65+£0,19bcC 8,04+0,11 dBC 8,81+0,04 b AB 9,39+0,55 ab A

LA

kaynagi: Corek Otu Yagi (C)

P. freudenreichii

P. freudenreichii

Kontrol

Kiiltiir tiirii | subsp. shermanii P. thoenii subsp. shermanii | e flavesiz)
F) (M + P. thoenii (K)
(FT)

3.Giin |9,25+0,03 bBC 9,54+0,01 a B 9,9940,21 a A 8,97+0,07 bC

14. Giin |9,72+0,02 a AB 9,34+0,09 abBC | 10,17£0,21 a A 9,15+0,34 ab C
C
£ [ 30. Giin |9,67+0,01 a A 9,56+0,06 a A 9,3740,05 b A 9,6340,23 a A
©
N " 60. Giin |8,06+£0,02 cB 8,95+0,02 bc A 8,87+0,08 bc A 8,85+0,05 b A

90. Giin |8,14+0,19cB 8,54+0,34 c AB 8,56+0,36 c AB 9,11+£0,21 ab A

LA kaynagi: Kontrol (K) LA veya corek otu yag ilave edilmedi

P. freudenreichii

P. freudenreichii .. . Kontrol
Kiiltiir tiirii | subsp. shermanii P. thoenii subsp. shermanii | e i flavesiz)
F) (T + P. thoenii (K)
(FT)
3.Giin | 9,4620,12 ab B 9,47+0,05 b B 10,17+0,25 a A 8,58=0,33 cd C
14. Giin |10,4320,15aA  |9,77+0,12 aB 9,79+0,05 b B 0,85+0,19 ab B
C
€ [ 30.Giin |10,3740,05aA  |9,5240,16 ab B 9,95+0,05 ab AB 10,13£0,43 2 A
©
N [760. Giin |9,33%0,35 ab A 8,01=0,08 ¢ A 9,04=0,08 ¢ A 9,2120,17 b A
90. Giin | 9,01=0,43 b A 8,060,06 d A 7,94£0,04 d A 8,13+0,17 d A

A,B,C (—)ayn giinde kiiltiirler arasi istatistiksel farki her linoleik asit kaynagi kendi i¢inde degerlendirilerek
gosterilmistir (p<0,05.
a,b,c,d (}) ayni kiiltiirde olgunlasma siirecindeki farki gostermektedir (p<0,05).
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Linoleik asit ilavesi yapilan siitten hazirlanan peynirlerin olgunlasmanin 3. giiniinde
TMAB sayilar1 9,12-9,63 log kob/g arasinda degismektedir. Bu siitten yapilan peynirlerde
TMAB sayis1 kullanilan kiiltiire gore onemli seviyede degismistir (p<0,05). Bu grubun
kontrolii olarak iiretilen kiiltiir ilavesiz peynirde (LK) olgunlasma basinda diisiik olan bu
deger olgunlagsma siiresince artmig ve 90. giinde 9.39 log kob/g’a ulasmistir. Kiiltiir ilave
edilen orneklerde (LF ve LT) ise olgunlagsma sonunda toplam canli sayis1 iki kiiltiiriin
beraber kullanildigi 6rnek (LFT) hari¢ onemli oranda azalmistir (p<0,05). Olgunlasma
sonunda en diisik TMAB sayis1 7,65 log kob/g ile P. freudenreichii subsp. shermanii ile
yapilan peynire (LF) aittir. P. thoenii ve her iki kiiltiiriin beraber kullanildig1 peynirlerdeki
(LT ve LFT) sayim ise ayn1 grupta yer alarak varyans analizi sonucu anlamli bir farklilik
gostermemiglerdir (p>0,05). Sekil 4.5.°te goriildiigli lizere TMAB sayist en ¢ok P.
freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynirde (LF) azalirken kontrol 6rneginde (LK)

degisiklik goriilmemistir.

Corek otu yag ilave edilen siitler ile hazirlanan peynirler incelendiginde bu grubun
kontrol 6rnegi (CK) disinda tiim 6rneklerde olgunlasma sonunda TMAB sayisinda azalma
gozlenmistir. Olgunlagmanin 3. giiniinde her iki kiiltlirlin beraber kullanildigi ornekte
(CFT) TMAB sayis1 9,99 log kob/g ile diger drneklerde istatiksel olarak dnemli derecede
yiiksektir (p<0,05). Olgunlasmanin basinda en diisiik deger (8,97) herhangi bir kiiltiir ilave
edilmeden iiretilen kontrol 6rnegine (CK) aittir. Olgunlasmanin 30. giiniinde kiiltiirler aras1
fark istatiksel olarak 6nemsizdir (p>0,05). Olgunlagmanin 60. giiniinden itibaren azalmaya
baglayan TMAB sayisi, P. freudenreichii subsp. shermanii bakterisinin iirettigi propiyonik
asidin diger mikroorganizmalar iizerinde inhibe edici etkisinden kaynaklanabilecegi
diigiiniilmektedir. Olgunlagsmanin 90. giiniinde P. freudenreichii subsp. shermanii ile
yapilan peynir (CF) en diisik TMAB sayisina sahip olarak diger peynir drneklerinden
anlamli olarak farklilik gostermistir. Olgunlagsmanin sonunda ise linoleik asit ilaveli
stitlerde oldugu gibi herhangi kiiltiir ilavesi olmadan iiretilen kontrol 6rnegi (CK) en ytiksek
TMAB sayisina sahiptir. Siite ilave edilen kiiltiirlerin TMAB sayisina etkisi acik¢a
goriilmektedir. Her iki kiltiriin de inhibisyon etkisine neden olabilecegi sonucuna

varilmistir.

Kontrol siitiinden (LA veya ¢orek otu yagi ilave edilmeden) yapilan peynirlerde
olgunlagmanin basinda TMAB sayis1 8,58-10,17 log kob/g arasinda degisirken, en yiiksek
deger her iki kiiltiiriin beraber kullanildigi (KFT), en diisiik say1 ise herhangi kiiltiir ilavesi
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olmayan kontrol 6rneginde (CK) tespit edilmistir. Olgunlasmanin TMAB sayisi lizerine
etkisi anlamli bulunmus ve olgunlagsmanin sonunda bu deger tiim 6rneklerde azalmistir

(p<0,05).

Tim 6rnekler i¢in olgunlagma stiresince TMAB sayilar1 14. ve 30. giinlerde artma
egilimindeyken 60. giinden sonra azalma egilimine girmislerdir (Sekil 4.5.). Linoleik asit
ve ¢orek otu yagi ilave edilen siitler ile yapilan peynirlerin aksine kontrol siitiinden (LA
veya ¢orek otu yagi ilave edilmeyen) yapilan peynirlerde olgunlagsma sonunda toplam canli

sayilarinda anlaml bir farka rastlanmamstir (p>0,05).

Peynirlerin olgunlasma doénemleri boyunca hem mikroorganizmalarin metabolik
faaliyetleri sonucu ortaya ¢ikan iriinler hem de olgunlagsma icin gerekli biyokimyasal
reaksiyonlar sonucu olusan tirlinler peynir mikrobiyotasinda bulunan mezofilik ve aerobik
bakterilerin gelisimine destek ve/ veya engel olabilmektedir. Olgunlagma periyodunda

gozlenen TMAB sayisindaki artig ve azalmalarin nedeni bu sekilde agiklanabilir.

Sen (1991) Mihali¢ peynirlerinin mikrobiyolojik &zelliklerini  belirledigi
arastirmasinda ¢ig siitten yapilan mihali¢ peynirlerinin TMAB sayisini olgunlasma basinda
ve sonunda sirasiyla 9,3x10° ve 1,4x107 kob/g olarak bildirmistir. Benzer sekilde
olgunlagma boyunca TMAB sayisinda azalma 6zellikle linoleik asit ilave edilmis siitten P.
freudenreichii subsp. shermanii (LF) ve P. thoenii (LT) ile yapilan, ¢orek otu yagi ilave
edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii (CF) ile yapilan ve herhangi bir linoleik
asit ilavesi olmayan siitten her iki kiltiirin beraber kullanilmasiyla iretilen (KFT)

peynirlerde gézlemlenmistir.

Bulut (2006), ¢ig ve pastorize siitten yaptigi Mihali¢ peynirlerinde toplam canli
say1sin1 sirastyla olgunlasma baginda 3,7x10° kob/g ve 3,8x10® kob/g olgunlasma sonunda
ise 1,7x10° kob/g ve 9,6x108 kob/g olarak bildirmistir. Bu ¢alismada olgunlasma boyunca
mezofilik bakteri sasisindaki artis olgunlagsma siiresince gerceklesen reaksiyonlar sonucu
aciga cikan metabolitlerin bu bakterilerin gelisimini destekledigi seklinde aciklanmistir.
Bizim arastirmamizda peynirle ¢ig siitten yapilmis ve olgunlasma basinda Bulut’un (2006)
caligmasinda ¢ig siitten yapilan peynirlerim TMAB sayisina benzer sonuglar elde
edilmistir. Sekil 4.5.’te Mihali¢ peynirlerinin ilave edilen kiiltiir tlirline gore olgunlasma

boyunca toplam mezofilik aerobik bakteri sayis1 verilmistir
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Sekil 4.5. Mihali¢ peynirlerinin ilave edilen kiiltiir tiiriine gére olgunlasma boyunca toplam mezofilik aerobik bakteri sayiSi
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Kamber (2008) Marmara bolgesinde bulunan geleneksel peynirleri degerlendirdigi
caligmada ise Mihali¢ peynirlerinin TMAB sayisin1 4,9x10” ve 5,3x107 kob/g olarak
bildirmistir. Bu degerler genel olarak bizim ¢calismamizdaki TMAB sayilarindan diisiiktiir.
Kamber, bu sayilarin olgunlasmanin hangi asamasinda belirlendigini makalesinde

belirtmemistir.

4.9.2. Mihali¢ Peynirlerinin Olgunlasma Periyodunda Toplam Propiyonik Asit
Bakteri Sayisi

Peynirlerde PAB sayimi Boliim 3.4.2°de aciklandigi gibi yapilmistir. YEL besi
yerinde anaerobik ortamda gergeklesen inkiibasyon sonucu belirlenen sayilar Cizelge
4.8°de gosterilmistir. Peynire ilave edilen kiiltiirler PAB grubundan oldugu i¢in kontrol

grubuna gore dnemli farkliliklar belirlenmistir (p<0,05).

Linoleik asit ilave edilen siitlerden yapilan peynirlerde olgunlasmanin 3. giiniinde
toplam propiyonik asit bakteri sayist 7,61-3,72 log kob/g arasinda degismektedir. Her iki
kiiltlirlin tek tek ve beraber kullanildigi peynirlerin (LF, LT ve LFT) toplam PAB sayilari
arasinda anlamli bir farka rastlanmazken (p>0,05) herhangi bir kiiltiir ilavesi olmayan
peynir ornegi (LK) istatiksel olarak anlamli derecede digerlerinden daha az PAB ihtiva
etmektedir. Olgunlagma siiresince LA ilaveli siitten yapilan peynirlerin hepsinde 14. giinde
en yiksek PAB degerine ulasilmistir. Olgunlagsma sonunda ise biitiin peynirlerde bu deger
azalirken en diisik toplam PAB sayist 6,91 log kob/g ile kontrol 6rneginde (LK)
belirlenmistir. Kiiltir ilave edilen peynirler (LF, LT ve LFT) arasinda ise olgunlagsma

sonunda toplam PAB degerleri arasinda anlamli bir fark belirlenmemistir (p>0,05).
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Cizelge 4.8. Mihali¢ Peynirlerinin olgunlasma boyunca Toplam Propiyonik Asit Bakteri
say1s1 (log kob/g)

LA kaynak: Linoleik Asit (L)

P. freudenreichii

P. freudenreichii P thoenii subsp. shermanii Kontrol
Kiiltiir tiirii | subsp. shermanii ' . : (Kiiltiir Tlavesiz)
(F) (M + P. thoenii (K)
(FT)
3.Giin |7,55+0,21cA 6,95+0,02 d A 7,61+0,03cA 3,72+0,49¢cB
14. Giin |8,96+0,01aA 8,87+0,06 aB 8,87+0,02 aB 7,92+0,03aC
C
g 30. Giin |8,52+0,19 b AB 8,70+0,02 a A 7,61+0,15¢ccC 8,30+0,13 aB
3]
N | 60. Giin |8,19+0,01 bAB 8,13+0,13 b AB 8,06+0,06 b B 8,31+0,03 a A
90. Giin |7,17+0,09 d AB 7,37£0,12 c A 7,29+0,01 d AB 6,91+0,29 b B
LA kaynak: Corek Otu Yagi (C)
I P. freudenreichii
e e P. freudenrelchl_l_ P. thoenii subsp. shermanii .. Iﬁor]trol .
Kiiltiir tiirii | subsp. shermanii . (Kiiltiir Ilavesiz)
(F) (T + P. thoenii (K)
(FT)
3.Giin |7,23+0,05cAB 6,53+0,05¢cB 7,53+0,05b A 4,03+0,54 cC
14. Giin |8,92+0,01 a A 8,63+0,06 aB 8,63+0,06 aB 7,45+0,02 aC
c
£ | 30.Giin |8,69+0,17 aA 8,55:0,23 a A 8,55:0,23 a A 7,48+0,00 aB
3]
N | 60.Giin |8,26+0,12bA 8,48+0,37 a A 8,48+0,37 aA 7,17+0,09 aB
90. Giin |7,02+0,02 c A 7,12+0,08 b A 7,12+0,08 b A 6,40+0,10 b B
LA kaynak: Kontrol (K)
P. freudenreichii . P. freudenre|ch|_|_ Kontrol
el e " P. thoenii subsp. shermanii e .
Kiiltiir tiirii | subsp. shermanii . (Kiiltiir Ilavesiz)
(F) (T + P. thoenii (K)
(FT)
3.Giin |7,71+0,03cB 7,76+0,03 b B 8,46+0,05b A 3,52+0,04 aC
14. Giin | 9,11+0,07 a A 8,97+0,03 aB 8,92+0,03 aB 5,75+0,04 b C
c
g 30. Giin |8,79+0,07b A 8,65+0,14 a A 8,82+0,01 aA 6,39+0,07 ¢ B
3]
N | 60. Giin |7,25+0,03dB 8,96+0,53 a A 8,36+0,08 b A 6,69+0,03dB
90. Giin |7,24+0,04 dB 7,38+0,04 b A 6,90+0,04 cD 7,00+£0,00eC

AB,C (—)aym giinde kiiltiirler arast istatistiksel fark her linoleik asit kaynagi kendi iginde degerlendirilerek

gosterilmigtir.

a,b,c,d,e (|) aym kiiltiirde olgunlagma siirecindeki farki gostermektedir (p<0,05).

Propiyonik asit bakteri sayilarinin arasinda anlamli bir fark olmamasi kullanilan

linoleik asit miktarinin (10 pg/mL) inhibisyona neden olmadigini kanitlamaktadir. Linoleik

asidin antimikrobiyal etkisi ilave edilecek linoleik asit konsantrasyonunu oOnemli

kilmaktadir.
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Corek otu yag1 ilave edilmis siitten hazirlanan peynirler incelendiginde olgunlagma
basinda en yiiksek toplam PAB sayisinin 7,53 log kob/g ile her iki kiiltiiriin beraber
kullanilarak iiretilen peynire (CFT), en diisiikk saymin ise 4,03 log kob/g ile kontrol
ornegine (CK) ait oldugu goriilmistiir. Varyans analizine gore P. freudenreichii subsp.
shermanii ile yapilan peynir (CF), her iki kiiltiiriin beraber kullanildigi peynir (CFT) ile
ayni grupta yer alirken, P. thoenii ile yapilan peynir (CT) 6,53 log kob/g sayisi ile bu
gruptan 6nemli derecede farklilik géstermistir (p<0,05). Corek otunun P. thoenii iizerinde
iceriginde bulunan fenolik maddelerden kaynakli inhibisyon etkisi yapmis olabilecegi
diistintilmektedir. Corek otu 6zellikle sahip oldugu thymoquinone (TQ) nedeniyle yiiksek
antimikrobiyal etkiye sahiptir (Forouzanfar, Fazly Bazzaz ve Hosseinzadeh, 2014). P.
thoenii ayn1 zamanda penisilin, gentamisin, streptomisin, ampisilin, kanamisin, ofloksasin,
nitrofurantoin ve rifampisin gibi ¢esitli antiboytiklere kars1 diger PAB grubunda bulunan
bakterilere gore daha yiiksek duyarlilik gosterdigi bilinmektedir (Onal-Darilmaz, 2010)
Olgunlagmanin 14., 30., ve 60. giinlerinde toplam PAB sayisi artma egilimindeyken
olgunlagmanin sonunda tiim peynir drneklerinde 6nemli bir azalma gozlenmistir (p<0,05).
Olgunlagsma sonunda linoleik asit ilave edilmis siitten yapilan peynirlerde oldugu gibi
sadece herhangi kiiltiir ilavesi olmayan peynir 6rnegi (CK) diger 6rneklerden ayrilarak en
diisiik toplam PAB sayisina (6,40 log kob/g) sahip olmustur. Kiiltiir ilaveli tiim peynirler
(CF, CT ve CFT) aym grupta yer alarak birbirleri arasinda anlamli fark bulunamamistir
(p>0,05).

Kontrol siitii ¢orek otu yagi veya linoleik asit ilavesi olmayan siittiir. Bu siitle
hazirlanan peynirler incelendiginde olgunlasmanin basinda biitiin peynir 6rneklerinde
toplam PAB sayilarinin linoleik asit ve ¢orek otu yagi ilave edilen yaglara gore daha yiiksek
oldugu gorilmistir (Sekil 4.6.). Bunun nedeni kullanilan kiltiirlerin yaninda peynirin
dogal biyotasinda bulunan farkli propiyonik asit bakterileri linoleik asidin inhibisyon
ozelliginden etkilenmeleridir. Linoleik asidin konsantrasyona bagl olarak propiyonik asit
bakterileri izerinde inhibe edici 6zelligi daha dnce yapilan ¢alismalar kanitlanmistir (Jiang
vd., 1998). Olgunlasmanin 14. giiniinde P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan
peynir (KF) en yiiksek toplam PAB sayisina (9,11 log kob/g) ulasmistir. Olgunlagma
boyunca toplam bakteri sayisi degismekle beraber 14. giinde kiltiir ilaveli biitiin
peynirlerde (KF, KT ve KFT) en yiiksek seviyeye ulasilmis ve daha sonra azalma egilimi

gostermistir. Olgunlagsma sonunda 6rneklerdeki toplam PAB sayis1 6,90 ile 7,38 log kob/g
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arasinda degismesine ragmen yapilan varyans analizine gore hepsi farkli grupta yer

almistir.

Olgunlagma siiresinin toplam propiyonik asit bakteri sayisina etkisi tiim oérneklerde
olgunlasma boyunca 6nemli bulunmustur (p<0,05). Ayrica ilave edilen kiiltiir tiiriiniin
onemli bir etkisi yokken (p<0,05) kiiltiir ilave edilmeyen kontrol 6rneklerine gore anlamli

oranda daha fazla say1ya ulagsmiglardir.

Ozer ve Kesenkas (2019) calismalarinda farkli starter kiiltiirler kullanarak
iirettikleri Mihali¢ peynirlerinin toplam propiyonik asit bakteri sayilarini olgunlasma
boyunca incelemis ve 7,10-7,95 log kob/g arasinda degisen degerlerde aciklamislardir.
Bizim g¢alismamiza paralel olarak olgunlagsma sonunda toplam propiyonik asit bakteri
sayisinda azalma ve starter kiiltiir olarak propiyonik asit bakterisi ilave edilen peynirlerde
kontrol &rnegine gore istatiksel olarak énemli oranda artis gdzlemlemislerdir. Ozer ve
Kesenkas’in calismasinda PAB sayist daha kisitli bir aralikta degismesinin nedeni ilave
edilen kiiltiirlerin PAB’larin yaninda Lb. helveticus, S. thermophilus ve Lb. mesentroides
subsp. cremoris gibi farkli tiirde bakterileri de igerdiginden kaynaklaniyor olabilir. Agikga
goriilmektedir ki PAB ilavesi yapilarak iiretilen peynirlerin her iki calismada da propiyonik

asit bakteri sayis1 artmistir.

Cig ve pastorize siitle yapilan Mihali¢ peynirlerini inceleyen bir ¢alismada, toplam
PAB sayis1 pastdrize siitten yapilan peynir 6rneklerinde olgunlagsmanin basinda ve sonunda
sirastyla 1,2x108 kob/g, 6,6x10° kob/g, ¢ig siitten yapilan peynir 6rneklerinde ise 7,0x108
kob/g ve 2,5x108 kob/g olarak belirlenmistir (Solak Bulut ve Akin, 2013). Bu ¢alismada
peynirlere herhangi bir kiiltiir ilavesi olmamasina ragmen bizim c¢alismamizda kiiltiir
ilaveli yapilan peynirlerin degerlerine yakin bulunmustur. Herhangi kiiltiir ilavesi olmadan
tiretile peynirin (KK) toplam PAB sayisi ise (3,5 log kob/g) 6nemli derecede Bulut’un
caligmasinda bulunan degerlerden daha diisiiktiir. Buradan anlagilmaktadir ki ¢ig siitiin
dogal biyotasinda bulunan bakteri popiilasyonu ¢ok fazla farklilik gostermekte bu da bu

sutten elde edilen tirin kalitesini etkilemektedir.

Kullanilan siitiin mikrobiyal yiiki, isletme biyotasi, proses sartlart peynirlerin
mikrobiyal 6zelliklerini etkilemektedir (Giirsoy ve Kesenkas, 2011). Bu nedenle ¢alismalar

arasinda farklar goriilmektedir.
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Onal-Darilmaz (2010) propiyonik asit bakterilerini izole etmek i¢in gerceklestirdigi
caligmada farkli peynir 6rneklerinde toplam PAB sayisint belirlemistir. Bu peynirlerde en
yiksek PAB sayimi Kars Gravyer peynirinde 7,2+0,24 log kob/g olarak belirlenmistir
Balikesir Mihali¢ peynirinde ve Mihali¢ Kelle peynirinde ise toplam PAB sayisi sirasiyla
5,0+£0,27 ve 3,6+0,24 log kob/g olarak aciklanmistir. Mihali¢ peynirine belirlenen degerler
bizim ¢aligmamizda belirlenen degerlerden oldukca diisiiktiir. Diisiik PAB sayisinin nedeni
kullanilan hammadde, proses sartlar1 ve olgunlastirma kosullarindan kaynaklanmis

olabilir.

Sen (1991), ¢ig siit, 56 °C de 2 dk ve 72 °C’de 2 dk 1s1l islem uygulanmus siitler ile
hazirlanan Mihali¢ peynirlerinin mikrobiyolojik 6zelliklerini incelemistir. Bu peynirlerin
toplam PAB sayim1 olgunlasma basinda ve sonunda sirasiyla ¢ig siit ile yapilanda 9,3x107,
1,9x10° kob/g, 56 °C de 2 dk 1sitilan siitten yapilan érneklerde 1,2x107, 6,4x10* kob/g ve
72 °C’de 2 dk 1sitilan siit ile yapilanlarda 9,2x10%, 6,4x10 kob/g olarak raporlanmustir.
Bizim c¢alismamizda ¢ig siitten yapilan kontrol peynirinin PAB degerlerine benzer sonuglar
bulunmugtur. Pastérizasyon islemi PAB sayisini etkilemekte ve 2 log seviyesine kadar

azalmasina neden olabilmektedir.
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Sekil 4.6. Mihali¢ peynirlerinin ilave edilen kiiltiir tlirline gore olgunlagsma boyunca toplam propiyonik asit bakteri sayimi
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4.9.3. Mihali¢ Peynirlerinin Olgunlagsma Periyodunda Toplam Laktik Asit
Bakteri Sayimm

Laktik asit bakterileri peynirde olgunlasma siiresince gergeklesen reaksiyonlarin
birgogundan sorumludur. Mihali¢ peynirlerinde laktik asit bakteri sayim1 Boliim 3.4.3’de
aciklandigr gibi gercgeklestirilmistir. Sonuglar Cizelge 4.9 ve Sekil 4.7.’de gosterilmistir.
Olgunlagsma siiresinin peynirlerin toplam LAB sayisi ilizerinde anlamli etkisi oldugu
yapilan varyans analizi ile gosterilmistir (p<0,05). Olgunlasmanin sonuna dogru genel

olarak peynirlerin toplam LAB sayisinda azalma gozlenmistir.

Cizelge 4.9. Mihali¢ Peynirlerinin olgunlagsma boyunca Toplam Laktik Asit Bakteri sayisi

(log kob/qg)

LA kaynak: Linoleik Asit (L)
P. freudenreichii . P. freudenrelchl_l_ Kontrol
el e " P. thoenii subsp. shermanii R .
Kiiltiir tiirii | subsp. shermanii hoenii (Kiiltiir Tavesiz)
F) @) + P. thoenii (K)
(ET)
3.Giin |8,22+0,02 b AB 8,33+0,10 b A 8,28+0,05 c AB 8,15+0,00 b B
14. Giin | 8,45+£0,03 a A 8,41+0,04 b A 8,55+0,10 b A 8,40+0,10 ab A
C
g 30. Giin | 8,06+0,02 ¢ B 8,41+0,02 b A 8,74+0,02 aC 8,26+0,19 ab AB
3]
N 1 60. Giin |8,48+0,04 aB 8,56+0,05aB 7,93+0,06 d A 8,48+0,04 aB
90. Giin | 7,86+0,05d A 7,91+0,02c A 6,95+0,01 e A 7,86+0,05c A
LA kaynak: Corek Otu Yagi (C)
_— P. freudenreichii
el e P. freudenrelchl_l_ P. thoenii subsp. shermanii .. Ifor)trol .
Kiiltiir tiirii | subsp. shermanii . (Kiiltiir Ilavesiz)
F) (T + P. thoenii (K)
(FT)
3.Giin |8,35+0,05ab B 8,29+0,01 aB 8,70+0,16 ab A 7,18+0,03bC
14. Giin | 8,56+0,06 a AB 8,26+0,00a B 8,87+0,06 a A 7,42+0,38 ab C
c
& [ 30. Giin |8,260,12b A 8,34+0,19a A 8,52+0,03 b A 8,10+0,49 a A
3]
N | 60. Giin |7,93+0,03 c A 7,30+£0,00 b C 7,74+0,04 cB 7,94+0,10 ab A
90. Giin | 6,74+0,17 d B 7,15£0,15b A 7,00+0,00 d AB 7,20+0,20 b A
LA kaynak: Kontrol
P. freudenreichii . P. freudenrelch!! Kontrol
e e " P. thoenii subsp. shermanii R .
Kiiltiir tiirii | subsp. shermanii - (Kiiltiir Ilavesiz)
F) (T + P. thoenii (K)
(ET)
3.Giin |8,44+0,03 ab A 8,42+0,12 b A 8,15+0,11ab B 8,57+0,08 ab A
c
E 14. Giin | 8,70+0,04 a A 8,68+0,04 a A 8,62+0,03 a A 8,67+0,04 a A
3]
N | 30. Giin |8,54+0,08 ab AB 8,43+0,03b B 8,67+0,04 a A 8,51+0,06 ab B
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60. Giin | 8,34+0,02 b A 8,41+0,00 b A 7,76+0,58 bc A 8,41+0,09 b A

90. Giin | 7,23+0,23cB 7,00+0,00 cB 7,22+0,04 cB 7,83+0,02 cA

A,B,C (—)aym giinde kiiltiirler arast istatistiksel fark her linoleik asit kaynagi kendi iginde degerlendirilerek
gosterilmistir.
a,b,c,d (}) aym kiiltiirde olgunlasma siirecindeki farki gostermektedir (p<0,05).

Linoleik asit ilave edilen siitten iiretilen peynirlerde olgunlagmanin basinda toplam
laktik asit bakteri sayis1 8,15- 8,33 log kob/g arasinda degismektedir. Kiiltiir ilave edilerek
hazirlanan peynirlerin (LF, LT ve LFT) toplam LAB sayisi, kontrol olarak hazirlanan
kiiltiirsiiz peynire (LK) gore 6nemli oranda daha yiiksektir (p<0,05). Toplam LAB sayisi
tim peynir ornekleri igin birbirine ¢cok yakin olmakla beraber varyans analizine gore P.
thoenii ile yapilan peynirin (LT) bakteri sayis1 8,33 log kob/g ile en yiiksektir. Olgunlagsma
boyunca peynirlerin toplam LAB sayis1 arasinda farkliliklar olsa da olgunlasma sonunda
tiim peynirlerin toplam LAB sayis1 6nemli oranda azalmistir (p<0,05). Peynir prosesinde
kullanilan laktik asit bakterilerinin otolizi peynirin olgunlasmasi i¢in gerekli proteoliz
reaksiyonlar1 i¢in ¢ok Onemlidir. Peynirde istenen tat aroma gibi kalite 6zelliklerinin
olusmast bu reaksiyonlara baglhdir (Ugiincii, 2004). Olgunlasma sonunda tiim peynir
ornekleri varyans analizine gére ayni grupta yer almig ve peynir Ornekleri arasinda

istatiksel olarak 6nemli bir fark belirlenememistir (p>0,05).

Corek otu yagr ilave edilmis siit ile hazirlanan peynir 6rneklerinde en yliksek
toplam LAB sayis1 olgunlasma basinda 8,70 log kob/g ile her iki kiiltiiriin beraber
kullanildig1 6rnege (CFT) aittir. Kiiltiirlerin tek tek kullanildigi 6rnekler (CF ve CT) 8,35-
8,29 log kob/g toplam LAB sayisi ile ayni grupta yer alirken kontrol 6rnegi (CK) 7,18 log
kob/g degeri ile en diisiik degere sahiptir. Corek otu yaginda bulunan fenolik maddeler bu
bakteriler {izerinde antimikrobiyal etki géstermis olabilir. Olgunlasma boyunca kontrol
orneginde toplam LAB sayis1 en ¢ok 8,10 log kob/g olarak 30. giinde belirlenmis ve daha
sonra azalma egilimi gostermistir. Olgunlagsmanin 30. giiniinde 6rnekler arasinda anlaml
bir farka rastlanmamustir (p>0,05). Fakat olgunlagmanin sonunda P. freudenreichii subsp.
shermanii ile yapilan peynir (CF) 6,74 log kob/g degeri ile en diisiik bakteri sayimina
sahiptir. P. thoenii ile yapilan (CT) ve kontrol (CK) 6rnekleri ise sirasiyla 7,15 ve 7,20 log

kob/g degerleri ile istatiksel olarak 6nemli oranda digerlerinden ayrilmiglardir (p<0,05).

Kontrol siitii ile yapilan Ornekler incelendiginde olgunlasmanin basinda toplam
laktik asit bakteri sayis1 her iki kiiltiiriin beraber kullani1ldig1 ve ¢orek otu yagi ilave edilmis

peynir 6rnegi (CFT) hari¢ tiim 6rneklerde diger siitler ile yapilanlardan daha yiiksektir
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(Sekil 4.7.). Hem linoleik asidin hem de ¢orek otu yaginin peynirde bulunan laktik asit
bakterileri tizerinde inhibisyona neden oldugu sonucuna varilabilir. Olgunlagsmanin basinda
tim Orneklerdeki toplam laktik asit bakteri sayis1 ¢ok yakin olmakla beraber her iki
kiiltiiriin beraber kullanildigi peynir 6rnegi (KFT) 8,15 log kob/g degeri ile varyans
analizine gore diger Orneklerden anlamli olarak farklilik gostermistir (p<0,05). Diger
orneklerde oldugu gibi otoliz kaynakli olgunlagsmanin sonuna dogru toplam LAB sayisi,
kontrol siitii ile yapilan tiim 6rneklerde azalmistir. En diisiik toplam LAB sayimi 7,00 log
kob/g ile P. thoenii ile yapilan 6rnege (KT) aittir. Kiiltiir ilave edilmeden yapilan peynir
ornegi (KK) 7,83 log kob/g toplam laktik asit sayisi ile olgunlagsmanin sonunda diger
orneklerden anlamli sekilde ayrilmistir (p<0,05).

Mihali¢ peynirlerinin mikrobiyolojik 6zelliklerinin incelendigi diger ¢calismalarda
Bulut (2006) toplam mezofilik laktik asit bakteri sayisini pastorize siitten yapilan
peynirlerde 9,3x10%4,6x107 kob/g, ¢ig siitten yapilan peynirlerde 1,2x108-8,6x10” kob/g
arasinda belirlemistir. Kamber (2008) arastirmasinda mihali¢ peynirlerinin laktik asit
bakteri sayismi 1,9x105-4,7x10% kob/g olarak raporlanmgstir. Golge (2009) starter kiiltiir
ilavesi ile hazirladig1 kelle peynirlerinde olgunlagsmanin basinda ve sonunda ¢ig siitten
geleneksel yontemlerle yapilan 8,61-6,00, pastdrize siitten starter kiiltiir ilavesi olanlar ise
6,53-4,98 ve 6,36-4,85 log kob/g arasinda laktik asit bakterisi belirlemistir. Onal-Darilmaz
(2010) iginde Mihali¢ peynirinde bulundugu farkli peynir tiirlerini inceledigi
aragtirmasinda LAB sayisin1 Balikesir Mihali¢ peynirinde 8,7 log kob/g, Mihali¢ Kelle
peynirinde 7,7 log kob/g olarak bildirmistir. Bizim c¢alismamizda bulunan degerler ile
bahsedilen caligmalar arasi farkliliklar kullanilan ham maddeden, uygulanan iiretim

metotlarindan ve starter kiiltiir ilavesi olup olmamasindan kaynaklanabilmektedir.

Peynirlerin mikrobiyotasi peynir i¢in kullanilan siitiin mikrobiyotasindan, iretim
sirasinda ortamdan kaynaklanan kontaminasyondan ve olgunlagma siiresince gerceklesen
mikrobiyal faaliyetlerden etkilenmektedir. Mikrobiyotada bulunan mikroorganizmalarin
etkilesimi peynirin kalite 6zelliklerinin gergeklesmesinde etkin rol almaktadir. Olgunlagsma

stiresince bu etkilesim peynirlerin farkli farkli 6zelliklere sahip olmasina neden olmaktadir.
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Sekil 4.7. Mihali¢ peynirlerinin ilave edilen kiiltiir tiirline gore olgunlagsma boyunca toplam laktik asit bakteri sayimi1
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4.10. Mihali¢ Peyniri Fizikokimyasal Analizleri

4.10.1. Titrasyon Asitligi ve pH degerleri

Peynirin en 6nemli kimyasal 6zelliklerinden biri, pihtilasmadan olgunlagsmaya
kadar prosesin tiim agamalarinda aroma, tat ve tekstiir olusumunu etkiledigi i¢in asitlik
diizeyidir. Bu calisma kapsaminda {iretilen peynirlerin asitlik diizeyleri bolim 3.5.1°de
aciklandigi gibi titrasyon asitligi ile laktik asit cinsinden hesaplanmistir. Ayrica olgunlagsma
periyodunda gergeklesen fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik degisimlerde onemli bir
parametre olan pH degeri de boliim 3.5.2°’de anlatildig1 gibi belirlenmis ve tek yonlii
varyans analiz sonuglari ile 90 giinliik olgunlasma siiresindeki degisimleri Cizelge 4.10°da
gosterilmistir. Peynirlerin titrasyon asitligi degerleri %0,85-2,12 arasinda degismekle
beraber biitiin peynir orneklerinde en yiiksek asitlik olgunlasma periyodunun sonunda
(90.gilin) gozlemlenmistir. En yiiksek asitlik kontrol siitiinden P. freudenreichii subsp.
shermanii ve P. thoenii’nin beraber katilarak iiretildigi peynirde %?2,12 olarak

belirlenmistir.

Linoleik asit ilave edilen siitten yapilan peynirler dikkate alindiginda genel egilim
olgunlagsmanin 30. ve 90. giiniinde yiikselen asitlik seviyesi olarak gézlemlenmis sadece P.
thoenii ilave edilerek yapilan peynirde (LT) 14. giinde anlamli oranda yiikselirken 60.
giinde 6nemli derecede azalmistir (p<0,05). Bu azalmanin nedeni proteolitik enzimlerin
proteinleri hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan amonyak gibi bazik 6zellikli bazi bilesiklerin
olusan asitligi notrlemesi olabilir (Dagdemir, 2001). Olgunlasma periyodunun sonunda
kiiltlirler aras1 farklilig1r degerlendirmek i¢in yapilan varyans analizine gore sadece P.
thoenii ile yapilan peynirin (LT) titrasyon asitligi (%1,35) anlamli olarak digerlerinden
farklidir (p<0,05). Sadece P. freudenreichii subsp. shermanii ile (LF) ve iki kiiltiiriin
beraber kullanildigi (LFT) peynirler herhangi bir kiiltiir ilave edilmeden yapilan kontrol
peynirinden (LK) 6nemli derecede farklilik géstermemistir (p>0,05).

Corek otu yagi ilave edilen siitle yapilan peynirlerde de en yliksek asitlik degerleri
olgunlagsma periyodunun sonunda goézlemlenmistir. Ugiincii (3.) ve 14. giinde diisiik olan
asitlik seviyesi 30. giinde 6nemli derecede artmis fakat 60. giinde ise diisiis gostermistir.
Siite ilave edilen ¢orek otu yagi peynirde bulunan diger mikroorganizma faaliyetlerini

etkilemis ve asitlik gelisiminde farkliliklara neden olmus olabilir (Bulut, 2006).
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Olgunlagsma periyodunun sonunda ise farkli kiiltiirlerle yapilan peynirler arasinda anlaml

bir farklilik yoktur (p>0,05).

izelge 4.10. Mihalic peynirlerinin olgunlasma siiresince titrasyon asitligi (%Laktik asit
g ¢ peyn gunlag y g

ve pH degisimleri
LA Kiiltiir %L aktik Asit
kaynak tiirii 3. Giin 14. Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin
F 1,7940,09a | 1,67+0,05a 1,43+0,18b 1,17+0,05¢ 1,52+0,08Ab
Linoletk 7= 12140,14bc | 1,65:0,058 | 1,12£0,05c | 0,85+0,13d | 1,35:0,09Bb
?Is_l)t F+T 1,2140,04b | 1,440,090 1,93+0,14a 1,25+0,17b 1,75+0,14Aa
K 1,25£0,09b | 1,25+0,09b 1,84+0,04a 1,9240,05a 1,75+0,13Aa
1,70£0,09b | 1,39+0,13¢c 1,89+0,09a 1,52+0,06¢ 1,93+0,05Aa
Corek 7 1,04£0,05¢ | 0,940,13c | 1,920,042 | 1,480,080 | 1,98+0,09Aa
otu yagi
© F+T 1,17£0,09c | 1,44+0,09¢ 1,79+0,09b 1,25+0,10¢c 1,97+0,09Aa
K 1,08£0,09¢c | 1,03+0,05¢ 1,84+0,14a 1,54+0,02b 1,9240,09Aa
1,12£0,05b | 2,010,052 1,93+0,04a 1,18+0,08b 1,82+0,11BCa
Kontrol | T 1,34+0,26b | 1,21£0,31b 1,44+0,00b 1,05+0,0c 2,02+0,13ABa
(K) F+T 1,57+0,04b | 0,85+0,13d 1,57+0,05b 1,20+0,07¢ 2,1240,12Aa
K 1,92+0,13a 0,99+0,18b 1,80+0,09a 1,08+0,09b 1,71£0,09Ca
pH degerleri
F 5,73+£0,02a 5,55+0,03¢c 5,73£0,01a 5,61+£0,01b 5,52+0,01Ac
Lino_leik T 5,72£0,01a | 5,51+0,01b 5,67+0,04a 5,450,04b 5,36+0,02Bc
?IS_I)t F+T 5,60+0,01b | 5,48+0,03¢ 5,64+0,01a 5,60+0,01b 5,38+0,02Bd
K 5,67£0,01a | 5,55+0,03c 5,60+0,01b 5,46+0,01d 5,38+0,02Be
5,64+0,01a 5,47+0,02b 5,56+0,01a 5,48+0,03b 5,31+0,02Cc
Corek I 5.67:0.01a | 5.38£0.02¢ | 5.62£0.01b | 5.69+0.02a | 5.37+0.02ABc
otu yagi
©) F+T 5,77£0,01a 5,57+£0,01b 5,78+0,01a 5,54+0,01c 5,34+0,02BCd
K 5,82+0,0la | 5,56+0,03c 5,70+0,02b 5,69+0,01b 5,39+0,02Ad
5,77£0,01a | 5,67+0,03b 5,69+0,01b 5,32+0,03¢C 5,36+0,05Bc
Kontrol | T 5,78+0,01a | 5,49+0,02b 5,77£0,01a 5,57+0,04b 5,45+0,03Ab
(K) F+T 5,80£0,0la | 5,57+0,03c 5,67+0,01b 5,62£0,03bc | 5,45+0,03Ad
K 5,64£0,01b | 5,59+0,02¢ 5,69+0,02a 5,56+0,01¢ 5,47+0,02Ad

a,b,c,d,e (—)ayn kiiltiirde olgunlasma siirecindeki farki géstermektedir (p<0,05).
A,B,C(]) ayni siitunda kiiltiirler arasi farki géstermektedir (p<0,05)
F: P. freudenreichii subsp. shermanii, T: P. thoenii, FT: P. freudenreichii subsp. shermanii+ P. thoenii, K:
Kontrol-kiiltiir ilavesi yok
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Kontrol siitii ile yapilan peynirlerde ise benzer bir laktik asidi profili
gozlemlenmistir. Fakat kontrol siitii ile yapilan ve herhangi bir kiiltiir ilavesi olmayan
peynir 6rneginde (KK) olgunlagsmanin basinda %1,92 olarak belirlenen asitlik seviyesi hem
siite ilave edilen linoleik asit kaynaklarinin hem de Kkiiltiirlerin siitiin dogal
mikrobiyotasinda bulunan asit iiretebilen mikroorganizmalar etkiledigini gostermektedir.
Olgunlasma periyodunda ise 60. giinde asitlik diizeyi anlaml1 oranda farkli olsa da 90. giin
sonunda yapilan analizlere gore en yiiksek seviyeye ulasmistir. Titrasyon asitliginde
gbzlenen bu artisin sebebi ise lipoliz sonucu ag¢iga ¢ikan serbest yag asitlerinden
kaynaklandig1 disiiniilmektedir (Caglar, 1990). Kiiltiirler arasi farklilik olgunlagma
sonunda degerlendirilmis ve kontrol siitii ile yapilan peynirlerden iki kiiltiiriin beraber
kullanildigi (KFT) ve sadece P. thoenii’nin kullanildigi (KT) peynirler digerlerinden
onemli derecede yiiksek oranda asitlik seviyesine sahiptir. Sadece P. freudenreichii subsp.
shermanii ile yapilan peynirin (KF) asitligi ise hem sadece P. thoenii ile yapilan (KT) hem
de hig kiiltiir ilave edilmeden yapilan peynirden (KK) anlamli bir farklilik gostermemistir
(p>0,05).

Peynirlerin pH degerlerini inceledigimizde (Cizelge 4.10.) 5,31 ile 5,82 arasinda
degistigini goriiyoruz. Olgunlasma periyodunun sonunda en diisilk pH degeri ¢orek otu
yagi ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynire (CF) (5,31),
en yiiksek pH (5,82) ise yine ¢orek otu yagi ilave edilmis siitten herhangi bir kiiltir ilave
edilmeden yapilan peynir (CK) 6rnegine aittir.

Linoleik asit ilave edilen siitten P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan
peynirin (LF) olgunlasma basinda pH’s1 5,73 iken, olgunlasma sonunda 6nemli derecede
azalmig ve 5,52 olmustur (p<0,05). Benzer azalma P. thoenii ile yapilan peynirde (LT) de
gdzlenmigtir. Iki kiiltiiriin beraber kullanildigr peynirde (LFT) baslangic pH’si
digerlerinden anlamli derecede farkli ve yine olgunlagma sonunda diisme egilimindedir
(p<0,05). Olgunlasma periyodunun sonunda kontrol olarak yapilan kiiltiir ilavesiz peynir
(LK) ile iki kiiltiiriin beraber kullanildigi (LFT) ve P. thoenii’nin tek basina kullanildig
(LT) peynirlerde istatistiki bir farklilik yokken (p>0,05) P. freudenreichii subsp.
shermanii’nin tek basma kullanildigi peynirin (LF) pH’s1 anlamli olarak farklilik
gostermistir (p<0,05).

Corek otu yagi ilave edilmis siitler ile yapilan peynirlerde en diisiik pH (5,31) P.

freudenreichii  subsp. shermanii ile yapilan peynirde (CF) olgunlagma sonunda
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belirlenmistir. Corek otu yagi ilave edilerek yapilan biitiin peynirlerde pH degeri
olgunlagma siiresince diisme egilimi gostermistir. Olgunlasma sonunda ise herhangi bir
kiiltiir ilave edilmeden yapilan peynir (CK) digerlerinden istatistiki olarak dnemli derecede
farklilik gostermistir (p<0,05). Sadece P. thoenii (CT) ve her iki kiiltiiriin beraber
kullanildigi (CFT) peynirlerde ise dnemli bir farkliliga rastlanmamistir (p>0,05).

Kontrol siitii ile yapilan peynirlerde ise ayn1 egilim gozlenmis, pH olgunlasmanin
90. giinlinde en diisiik seviyeye ulasmustir. P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan
peynir (KF) olgunlasma sonunda istatistiki olarak digerlerinden farklilik gostererek
(p<0,05) ve en disiik pH degerine (5,36) sahip olmustur. Peynir 6rneklerinin pH

degerlerindeki degisim titrasyon asitligi %laktik asit degerleriyle paralellik gostermistir.

Sen (1991) ¢ig ve pastorize siitten {iretilen Mihali¢ peynirlerini incelediginde pH
degerlerinin 4,35-6,55 arasinda degistigini bildirmistir. Baska bir ¢alismada 90 giinliik
olgunlagma sonucunda Mihali¢ peynirlerinin pH degerleri 5,4-6,11 arasinda bildirilmistir
(Oner ve Aloglu, 2004). Golge (2009) ise doktora calismasinda inceledigi kelle
peynirlerinin pH’sin1 5,28-6,11 araliginda belirlemistir. Bu c¢alismada belirlenen pH

degerleri ile yukarda bahsedilen ¢alismalarin sonuglar1 benzerlik gostermektedir.

4.10.2. Kurumadde icerikleri

Peynirlerde nem disinda bulunan peynirin igerigini olusturan tim besinsel
bilesenler kuru madde olarak adlandirilir ve peynirin kalitesini gosteren Onemli
parametrelerden biridir. Calisma kapsaminda {iretilen peynirlerin kuru madde oranlari
olgunlagma periyodu boyunca 3, 14, 30, 60 ve 90. giinlerde degerlendirilmis tiim analizler
boliim 3.5.3’te belirtildigi gibi paraleli yapilmistir. Peynirlerin kuru madde miktarlar
olgunlagma siiresince zamana bagli olarak Cizelge 4.11°de gosterilmistir. Peynirlerin kuru
madde oranlar1 %55,4- 66,3 arasinda degismektedir. Ornekler arasinda en yiiksek kuru
madde orani olgunlagsma sonunda%66,3 ile linoleik asit ve ¢orek otu yagi ilave edilmemis
siitle ve iki kiiltiiriin beraber kullanimi ile yapilan peynirdir (KFT). Peynirlerin kuru madde
oranlart olgunlagsma siiresince artma egilimindedir. 90 giin siiren olgunlagsma periyodu
biitiin 6rneklerin kuru madde oranlarini anlamli miktarda arttirmistir (p<0,05). Mihali¢
peyniri salamurada olgunlastirilan bir peynir oldugu i¢in olgunlasma siiresince gerceklesen

tuz-su aligverisi nedeniyle kuru madde oranlar degisiklik gosterebilmektedir.
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Caligma kapsaminda iiretilen 12 adet peynirin kuru madde oranlarinin olgunlasma

boyunca elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak varyans analizi uygulanmistir. Varyans

analizi sonuglarina gore kiiltiir tiirleri ve siite ilave edilen linoleik asit kaynag1 arasindaki

farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05). Kiiltir tiri x LA kaynagi

arasindaki interaksiyon ise istatistiki olarak anlamli degildir (p>0,05). Varyans analizinde

onemli bulunan sonuglar Tukey karsilastirma testi ile degerlendirilmis ve Cizelge 4.11 de

gosterilmistir. Olgunlasma boyunca elde edilen kuru madde oranlarinin ortalamalari ise

Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Mihali¢ Peynir 6rneklerinin olgunlagma siiresince Kurumadde degisimi

LA

% Kuru Madde

Kiiltiir
kaynagi tiirii 3. Giin 14. Giin 30. Giin 60. Giin 90. Giin
F 61,4+0,9Ab | 60,2+1,7Bb 56,1+0,5Cc 62,9+1,6Aab 63,7+1,1ABa
Linoleik | T 57,120,2Cc | 60,9+1,6ABab | 61,5:1,5ABb | 60,4+0,9ABb | 62,2+0,8Ba
asit
(L) F+T 58,6+1,0Bc | 62,0+1,4ABab | 59,6+0,4Bc 61,3+0,1Ab 62,9+0,1Ba
K 58,9+0,6Bc | 62,4+0,3Ab 64,3+2,5Aab 61,3+1,9ABbc | 65,1+0,8Aa
F 59,3+0,2Bc | 61,1+0,9Bbc 61,7+0,6ABa | 62,7+0,8Aa 62,6+1,4ABab
Corek | T 61,9+0,1Ac | 63,7+0,1Aa 61,60,7Aa 62,0+0,4Abc | 62,9+0,5Bb
otu yagi
(©) F+T 61,0+0,7Ab | 60,6+0,8Bb 61,7+1,3ABb | 57,1+0,1Cc 64,4+0,5Aa
K 62,1+0,9Aa | 64,3+1,6Aa 59,8+0,7Bb 59,9+0,5Bb 63,4+0,1Ba
F 55,4+1,1Bc | 59,0+0,8Bb 62,7 £0,6Aa 60,7+1,8ABab | 62,2+0,0Ba
T 60,9+0,9Ab | 64,9+1,1Aa 58,7+0,7Bc 62,1+0,1Aa 65,8+4,3ABa
Kontrol
(K) F+T 58,8+1,8Ac | 59,9+1,9Bbc 63,8+1,2Aab 62,1+1,0ABb | 66,3+2,0Aa
K 60,142,6Ab | 61,6+0,8Bb 59,2+1,2Bb 60,4+0,8Bb 64,2+1,0Aa

A,B,C (|)ayn giinde kiiltiirler arasi istatistiksel farki her linoleik asit kaynagi kendi iginde degerlendirilerek
gosterilmistir.
a,b,c (—)aym kiiltiirde olgunlagma siirecindeki farki gostermektedir (p<0,05).
F: P. freudenreichii subsp. shermanii, T: P. thoenii, F+T: P. freudenreichii subsp. shermanii+ P. thoenii, K:
Kontrol-kiiltiir ilavesi yok
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Linoleik asit ilave edilerek yapilan peynirlerde Cizelge 4.12°de goriildiigii iizere
kiiltiirler arasi1 anlamli farkliliklar tespit edilmistir (p<0,05). P. freudenreichii subsp.
shermanii kullanilarak iiretilen peynir 6rneginin kuru madde miktari, ¢érek otu yagi ilaveli
stitten hazirlananda (CF) en yiiksek orandayken, diger siitler ile yapilan peynirlerin kuru
madde oranlarindan 6nemli derecede farklilik gostermemistir. (p>0,05). Linoleik asit ilave
edilmis siitle kiiltiir ilavesi olmadan tiretilen peynir (LK) en yiiksek ortalama kuru madde
oranina (%62,4) sahip iken P. freudenreichii subsp. shermanii tek basina (LF) ve P. thoenii
ile berber kullanilarak (LFT) iiretilen peynirlerin kuru madde oranlarindan istatistiki olarak
anlamli derecede farklilik géstermemistir (p>0,05). P. thoenii ile yapilan peynirde (LT) ise

en diisiik ortalama kuru madde orani (%60,4) belirlenmistir.

Cizelge 4.12. Mihali¢ peynirlerinin kullanilan kiiltiir tiiriine ve siite ilave edilen linoleik
asit kaynagina gore olgunlagma boyunca ortalama kuru madde oranlari.

Linoleik asit Corek, otu Kontrol
Kiiltiir Yagi
L) © (K)

P. freudenreichii subsp. shermanii (F) | 60,9+2,9ABa | 61,5+1,8ABa |59,9+2,99Aa

P. thoenii (T) 60,4+0,9Bb |62,4+1,7Aa |62,5+2,62Aa

P. freudenreichii subsp. shermanii

. 60,8+1,8ABb [61,0+0,7Ba | 62,2+ 3,2Aab
+ P. thoenii (FT)

Kontrol (K) 62,4+1,2Aa |61,9+24Aa |61,1+2,1Aa

AB, (])ayni siitunda kiiltiirler arasi istatistiksel farki géstermektedir(p<0,05).
a,b (—)ayni satirda linoleik asit kaynaklar arasindaki farki gostermektedir (p<0,05).

Corek otu yagi ilave edilerek iiretilen peynirlerde P. thoenii ile yapila peynirin (CT)
kuru maddesi %62,4 degeriyle en yiiksek iken, iki kiiltiiriin beraber kullanildigir (CFT)
peynir en disiik kuru madde oranina (%61) sahiptir. Bu peynir haricinde kalan peynir
orneklerinin (CF, CT ve CK) kuru maddeleri %61,5-62,4 arasinda degismekte ve

aralarinda anlamli bir fark belirlenememistir (p>0,05).

Kontrol siitii olarak kullanilan linoleik asit ve ¢orek otu yagi ilavesi olmayan siitle
tiretilen peynirlerin kullanilan kiiltiir tiiriine bagl olarak kurumadde oranlar1 %59,9-62,5

arasinda degismekte ve aralarinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik belirlenmemistir

(p>0,05).
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Mihali¢ peynirleriyle yapilan daha 6nceki ¢alismalarda gézlemlenen kuru madde
oranlart ile bu ¢aligmada belirlenenler degerler paralellik gostermistir. Sen (1991) ve Bulut
(2006) galismalarinda inceledikleri Mihali¢ peynirlerinin kuru madde oranlarini sirastyla
(%63-68) ve (%62-68) olarak bildirmislerdir. Laktik asit bakterileri ilave edilerek ve farkli
haglama sicakliklarinin test edildigi baska bir ¢alismada ise tiretilen peynirlerin kuru madde
oranlar1 %54,6-58,7 arasinda degismektelerdir. Bu ¢alismada elde edilen oranlardan daha
diisiik olmasinin nedeni kullanilan ¢ig siitiin 6zelliklerinden, uygulanan iiretim seklinden

ve ayrica test edilen starter kiiltiirlerinin etkisinden kaynaklanabilmektedir (Ozer, 2015).

4.10.3. Yag Oranlar

Peynir kalitesinde yag oran1 6nemli bir parametre olarak yer almaktadir. Peynirdeki
yag orani peynirin hem tadini hem de besin degerini etkilemektedir. Bu ¢alismada Mihali¢
peynirlerinin yag oranlari boliim 3.5.4.’te belirtildigi gibi yapilmis ve sonuglar Cizelge
4.13’te gosterilmistir. Cizelgede gorildigli gibi %25,1-34,1 arasinda degismektedir.
Olgunlagsma siiresi boyunca yag oranlarinda degisim olmakla beraber olgunlasma

periyodunun yag oranlarina etkisi anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Linoleik asit ilave edilmis siitten hazirlanan peynir orneklerinde olgunlagma
periyodunun sonunda en yiiksek yag orani (%34) herhangi bir kiiltiir ilavesi yapilmadan
tiretilen peynirde (LK) gozlenmistir. P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynir
(LF) ise olgunlagmanin 90. giiniinde %28 yag orani ile en diigiik orana sahiptir. Fakat bu
peynirin olgunlasma basi ve sonu arasinda anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05).
Olgunlagma stiresince kuru madde oranindaki degisimlerden kaynaklanan yag oraninda
degisimler gézlenmistir. P. thoenii‘nin kullanildigi peynirde (LT) ise olgunlagmanin
basinda yag orani %25 iken 90. giiniin sonunda Onemli oranda degismis ve %30‘a
ulagmustir (p<0,05). Her iki kiiltiiriin beraber kullanildig1 peynirin (LFT) olgunlagsmanin 3.

giinii ve 90. giinii arasinda ise anlamli bir farklilik yoktur (p>005).
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Cizelge 4.13. Mihali¢ Peynir 6rneklerinin olgunlasma siiresince %Y ag Oranlari

LA | Kiiltiir YoYag
kaynagy | tird |3 i |14.Giin  [30.Giin |60. Giin  |90. Giin
F 29,8+2,3ab |28,5+0,5ab [26+1,0b [30,5+1,5a |28+2,0abB
Lif;gi'te‘k T 25£1,0b  |31£1,0a  [31£1,0a |26,5£0,5b |30+2,0aB
(L) |F*T  [28,5%0,5b |31,5:1,5a [29+1,0ab |30,5+0,5ab |31+1,0abB
K 27,542,5b  |31+1,0ab [34+1,0a [30,5+0,5ab |34+1,0aA
F 27,520,5a |[28+1,0a 28,5+1,0a | 29+1,0a 27,5+0,5aC
Corek |T 28,540,5b  |31,5+0,5a |31+1,0a [32+1,0a  |30,5+0,5aB
otu yagi
(©) |F+T  |291,0ab |28+2,0ab |31,5+1,5a|25,5+0,5b |31,5+1,5aAB
K 29+0,0ab 32,5+2,5a |29+1,0ab |27+1,0b 31,5+0,5aA
F 28,5+0,5a |28,5+1,5a |27+1,0a [29,5+0,5a |31+3,0aA
Kontrol | T 30£0,0b  |33,8+1,3a |26,540,5¢ [30+1,0b  |33+2,0abA
(K) |F+T  |27,542,5¢ |2942,0bc |33+1,0ab |31,5+1,5abc |34+1,0aA
K 28,75+1,25a|304+2,0a  [28,5+0,5a[29+3,0a  |31,5+1,5aA

AB,C (|)aym giinde kiiltiirler arasi istatistiksel farki her linoleik asit kaynagi kendi iginde degerlendirilerek
gosterilmigtir.

a,b,c (—)ayni kiiltiirde olgunlagma siirecindeki farki gostermektedir (p<0,05).

F: P. freudenreichii subsp. shermanii, T: P. thoenii, F+T: P. freudenreichii subsp. shermanii+ P. thoenii, K:
Kontrol-kiiltiir ilavesi yok

Corek otu yagi ilave edilen siitlerden yapilan peynirlerde en yiiksek yag orani
%32,5 olarak olgunlagsmanin 14. giiniinde, herhangi bir kiiltiir ilave edilmeden yapilan
ornekte (CK) belirlenirken, en diisiik oran %25,5 olarak her iki kiiltiiriin beraber
kullanildigi peynirde (CFT) gozlenmistir. P. thoenii ile yapilan peynir (CT) haricinde biitiin
peynirlerde olgunlagmanin basinda ve sonunda yag oranlarinda anlamli bir farklilik yoktur
(p>0,05). P. thoenii ile yapilan peynir (CT) ise olgunlagsmanin 3. giiniinde %28,5 yag
oranina sahipken olgunlasmanin 90. giiniinde %30,5 degerine yiikselmistir. Iki deger

arasindaki fark istatistiki olarak anlamlidir (p<0,05).

Kontrol siitiinden P. freudenreichii subsp. shermanii ve P.thoenii’nin beraber

kullanilarak tretildigi peynirde (KFT) yag orani olgunlagsmanin 90. giiniinde en yiiksek
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degerde (%34) belirlenmistir. Olgunlasmanin 3. giiniinde ise bu peynir 6rneginde yag orani
%27,5 olarak belirlenmistir. Bu peynir (KFT) 6rnegi i¢in olgunlagma siiresinin yag oranina
etkisi onemli olarak bulunmustur (p<0,05). Bu siitle hazirlanan diger {i¢ peynirde (KF, KT
ve KK) de olgunlasmanin basinda ve sonunda yag oranlarinda 6nemli derecede fark

bulunmamustir (p>0,05).

Peynirlerin yag oranlarindaki degisim kuru madde oranlarindaki degisime
paralellik gostermistir. Siite ilave edilen saf linoleik asit ve ¢orek otu yagi peynirlerin yag
oranini istatistiki olarak anlamli etkilememistir (p>0,05). Fakat sadece P. freudenreichii
subsp. shermanii ile yapilan peynirler (LF, CF ve KF) Sekil 4.8.’de goriildiigii tizere her
siit ornegi i¢in 6nemli derecede daha diisiik yag oranina sahiptir. Diislik yag oraninin nedeni
kullanilan siitiin kuru madde miktarlarindaki degisimden kaynaklanabilmektedir. Ayrica
peynir Uretim prosesi esnasinda proteazlarin aktivitesi sonucunda kazein yapisinin
parcalanmasi, telemenin haslanmasi ve depolanmasi sirasindaki kayiplar nedeniyle yag

kayb1 gozlenebilmektedir (Caglar, 1990).

40

3% m Linoleik Asit u Cdrekotu Yag u Kemtrol
30
25
20
13
10
i
P. frendenrelchil, subsp F. thoerii P, fremdenreichil subsp Komnrrol

SHErTmil shertemii + .f" thaemii

Sekil 4.8. Mihali¢ peynirlerinin kullanilan kiiltiirlere gére ortalama %yag oranlari

Bu arasgtirma kapsaminda iretilen peynir orneklerinin yag oranlari daha once
yapilan calismalar ile karsilastirildiginda Ozer (2015) %21,50-23,25, Oner ve Aloglu
(2004) %21,50-24,00, Ozcan (2000) %22,57-24,57 arasinda buldugu ortalama yag

degerlerinden yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu durum kullanilan hammadde ¢ig siitiin
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farkliligindan, uygulanan iiretim yonteminden ve depolama kosullarmin farkliligindan

kaynaklanabilmektedir.

Aday (2010) 15 farkli Mihali¢ peynirini inceledigi ¢alismasinda yag oranlarini%25-
33 arasinda Bulut (2006) ise ¢ig ve pastorize siit ile yapilan Mihali¢ peynirlerinin yag
oranlarint %27-31 arasinda belirlemistir. Marmara bolgesinde bulunan peynirleri inceleyen
baska bir ¢caligmada ise Mihali¢ peynirinin yag oranlar1 %23,75-30,65 arasinda degistigi
raporlanmistir (Kamber, 2008). Bu degerler, bu ¢alismada belirlenen degerler ile paralellik

gostermektedir.

Olgunlasma siiresince peynir orneklerinin kuru madde oranlarindaki degisimler
diger bilesenlerin oranlarini da etkilemistir. Yag oranlar1 6nemli derecede degismemekle

beraber olgunlasma periyotlarinda farkliliklar géstermislerdir.

4.10.4. Protein Oranlar:

Peynirin kuru maddesini olusturan en 6nemli bilesenlerinde biri de proteindir. Bu
aragtirma kapsaminda iiretilen peynirlerin protein oranlari boliim 3.5.5.‘te aciklandig1 gibi
yapilmistir. Peynirlerin olgunlagma siiresince protein oranlarindaki degisim Cizelge
4.14’te gosterilmistir. Peynirlerin olgunlasmanin bagindaki protein oranlar1 %21,39-23,76
arasinda degisirken, olgunlasmanin 90. giiniinde %18,18-20,29 arasinda degismektedir.
Olgunlagma siiresince en yiiksek protein orani (%23,76) herhangi bir linoleik asit ilavesi
yapilmayan ve sadece P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynir (KF) 6rneginde
gozlenmistir. Olgunlagma siiresi boyunca protein oranlarinda istatistiki olarak Onemli

derecede degisim gozlenmistir (p<0,05).

Linoleik asit ilave edilmis siitten hazirlanan peynir Orneklerinde olgunlagma
periyodunun sonunda en diisiik protein orani (%18,76) P. freudenreichii subsp. shermanii
ile yapilan peynir Orneginde (LF) belirlenmistir. Fakat kiiltiirler arasi farklilig
degerlendirmek i¢in uygulanan varyans analizine gore linoleik asit ilave edilmis siitten
yapilan peynirler arasinda anlamli bir farklilik tespit edilememistir. (p>0,05). Aym
peynirler i¢in (P. thoenii ile yapilan hari¢) olgunlasmanin basi ve sonunda ki protein
icerikleri degerlendirildiginde protein oran1 14. giinde azalmaya baglamis ve 60. giinde en

diisikk seviye ulagmistir. Protein orani olgunlasmanin basi ile sonu arasinda Onemli
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derecede azalmistir (p<0,05). Fakat olgunlagmanin 30. 60. ve 90. giinleri arasinda anlaml

bir farklilik belirlenmemistir.

Cizelge 4.14. Mihali¢ Peynir 6rneklerinin olgunlasma siiresince % Protein Oranlari

LA | Kiiltiir %6 Protein
kaynagr | tiird 5 oy 14. Giin 30. Giin 60.Giin  |90. Giin
F 21,391,702 |20,16+1,38ab | 18,99+1,08ab | 17,6740,28b | 18,76+0,74ab
Ligg_'fik T 22,630,742 |19,99+1,10ab | 19,89+1,77ab | 19,78+1,00ab |19,50+0,83b
|
L) |F+T  |21,78£1,70a |21,63£1,53a  |20,1420,64ab | 18.400,64b | 19,99+0,39ab
K 22,73:2,46a |2131£1,76ab | 19,540,71ab | 18,01£0,49b |19,100,52ab
F 21,67+0,43a |20,82+1,06a  |20,67£1,79a | 20,08£0,58a | 20,29+0,53a
Corek | T 23,57+2,47a |21,07+2,12ab [ 19,72+0,89ab | 17,99+0,98b |19,08+0,71b
otu yagi
© |F+T  [21732146a |2035£1,99a | 1897+131a  |18,781,15a |19,61:081a
K 22,75+025a |21,98:0,75a | 19,18£024b | 18,88+0,71b | 20,10:0,85b
F 23,761,612 |20,88+1,39ab | 20,6120,59ab | 18,4040,64b | 18,181,28b
kontrol | T 22,65+0,83a |21,10+41,06ab | 19,40+0,93bc | 18,524021c | 19,120,43bc
() |F+T  [22,932,01a |21,73+2,32a  |20,86+1,12a | 19,78+0,79% |19,93+1,32a
K 2291+223a |21,61+1,76a | 19,65t1,60a | 19,01£0,72a | 19,52+0,67a

a,b,c (—)aym kiiltiirde olgunlagma siirecindeki farki gostermektedir (p<0,05)
F: P. freudenreichii subsp. shermanii, T: P. thoenii, F+T: P. freudenreichii subsp. shermanii+ P. thoenii, K:
Kontrol-kiiltiir ilavesi yok

Corek otu yagr ilave edilen siitten hazirlanan peynir 6rneklerinin protein igerikleri
%23,57-17,99 arasinda degismektedir. Olgunlasma siiresince P. freudenreichii subsp.
shermanii ile yapilan (CF) ve her iki kiiltiirin beraber kullanildigi (CFT) peynir
orneklerinde protein oranlarinda azalma olmasina ragmen istatiksel olarak anlamli bir
farklilik yoktur (p>0,05). Kontrol 6rneginde (CK) ve P. thoenii ile yapilan 6rnekte (CT)
ise olgunlagsmanin 3. giinii ve 90. giinii arasinda istatiksel olarak anlamli derecede fark
vardir (p<0,05). Herhangi kiiltiir ilavesi yapilmadan kontrol olarak iiretilen peynirde (CK)
protein igerigi olgunlagsmanin 30. giiniinde dnemli oranda azalmistir. P. thoenii ile yapilan

ornekte (CT) ise olgunlagsmanin 60. gliniinde azalma gozlenmistir.
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Siite linoleik asit ve ¢orek otu yagi ilavesi olmadan kontrol olarak yapilan
peynirlerin protein oranlar1 da olgunlasma periyodu boyunca azalma gozlenmistir. Bu
azalma ozellikle P. freudenreichii subsp. shermanii (KF) ve P. thoenii kiiltiirlerinin tek
basina kullanildigi (KT) o6rneklerde protein miktarinin istatistiksel agidan anlamli bir
sekilde azaldigr gozlenmistir (p<0,05). P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan
peynir (KF) i¢in olgunlasmanin basinda %23,76 olan protein orani olgunlasmanin sonunda
%18,18’e diigmiistiir. P. thoenii ile yapilan (KT) peynir i¢in ise protein igerigi %22,65-
19,12 arasinda degismistir. Her iki kiiltiiriin beraber kullanildigi (CFT) ve hig¢ kiiltiir
kullanilmayan (CK) 6rneklerde ise protein orani sirasiyla %22,93, %22,91 den %19,93,
%19,52’ye diismesine ragmen bu azalma istatistiki agidan 6nemli degildir (p>0,05).
Proteolitik aktivite sonucu gozlemlenen protein oranin azalmasi gerceklestirilen diger

caligmalar ile uyumluluk gdstermektedir.

Cig ve pastorize siitle yapilan Mihali¢ peynirlerinin protein i¢eriklerinin incelendigi
bir ¢alismada, olgunlagsmanin basinda ve sonunda protein igerigi %21,15 ve %18,90 iken,
¢cig siitten islenen Mihali¢ peynirlerinin protein igerigi %29,29 ve %18,88 olarak bulunmus
ve olgunlasma zamaninin protein oranina etkisi 6nemli oldugu belirtilmistir (Bulut, 2006).
Bizim ¢alismamizda da olgunlasma siiresince protein oranit onemli oranda azalmigtir.
Akbulut vd. (1995) yaptiklari galismada protein azalmasinin nedenini proteinlerin kismen
parcalanarak suda c¢oziinen bilesiklere ayrismasi ve proteinin salamura suyuna gegmesi
olarak aciklamiglardir. Ozcan (2000) ¢alismasinda ortalama protein oranlarinin %19,89-
23,14 arasinda degistigini bildirmistir. Aday (2010) ise Mihali¢ peynirinin karakteristik
ozelliklerini arastirdigr calismasinda inceledigi peynirlerin protein igeriklerini %18,64-
24,62 arasinda degistigini raporlamistir. Bu degerler bizim calismamiz kapsaminda
belirlenen protein icerikleri ile paralellik gdstermektedir. Ozer (2015) gergeklestirdigi
calismada ise Mihali¢ peynirlerinin protein oranlarini olgunlagsma baslangicinda %26,57-
28,16 arasinda, olgunlagsma sonunda ise 26,64-26,89 arasinda degistigini bildirmistir. Bu
oranlarm bu ¢alismadakinden yiiksek oldugu gériilmektedir. Ozer ¢alismasinda farkli
haslama sicakliklarini test etmis yiiksek haslama sicakliginin primer proteolizi etkiledigini

bildirmistir.

Peynirlerin ortalama protein oranlar1 Sekil 4.9.°da gosterilmistir. Uygulanan

varyans analizi sonucu siite ilave edilen linoleik asit kaynagiin ve kiiltiir ¢esidinin etkisi
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onemli bulunmamaistir (p>0,05). Peynirlerin protein miktarindaki farkliliklar istatistiksel

olarak dnemsiz olup, ayn1 gruplarda yer almaktadirlar.

mLinoleik Asit | Corekotu YWag = Kontrol
25
20
15
10
5
O
P. freudenreichii, P thoenii P. freudenreichii Konitrol
subsp. shermeniii subsp. shermeniii + P
thoenii

Sekil 4.9. Mihali¢ peynirlerinin kullanilan kiiltiirlere gére ortalama %protein oranlari

Proteolitik aktivite, peynirin olgunlagsmasinda meydana gelen glikoliz, lipoliz gibi
biyokimyasal reaksiyonlarin yaninda peynirin tat ve tekstiirel 6zelliklerini en ¢ok etkileyen
faktordiir. Peynirdeki proteolizi olgunlagma siiresince kalinti rennet enzimi ve ilave edilen
kiiltirlerin  proteolitik  aktivitesi sayesinde gergeklesmektedir. Ortalama protein
oranlarindaki farkliliklar degerlendirildiginde P. freudenreichii subsp. shermanii ve P.
thoenii nin proteolitik aktivitesinin kontrol Ornegine gore farklilik gostermedigi
belirlenmistir. Propiyonik asit bakterilerinin proteolitik aktivitelerinin degerlendirildigi bir
calismada suslar arasinda biiyiik farkliliklar oldugu ve P. freudenreichii subsp. shermanii
tiriiniin en az proteolitik aktiviteye sahip tiirlerden biri oldugu bildirilmistir (Lemée,

Gagnaire ve Maubois, 1998).

Propiyonik asit bakterilerinin siit proteinlerini hidrolize etme yeteneklerinin zayif
oldugunu Giirsoy ve Kesenkas (2011) peynir mikrobiyolojisi kitabinda sdyle agiklamistir;
“Bu bakterilerin gelisimi rennet ve starter kiiltiir kaynakli proteolizi sonucu agiga ¢ikan
iriinler ile desteklenmeyi gerektirmektedir.” Propiyonik asit bakterilerinin gelisimleri, siite
ilave edilecek diger starter kiiltiirlerin etkilesimiyle olgunlasma siiresince destek
gerekebilmektedir.

115



4.10.5. Kiil Miktarn

Peynir 6rneklerindeki kiil miktari, salamurada bulunan tuzdan ve siitten gecen
mineral madde miktari ile iligkilidir. Peynirlerde bulunan tuz orami ile kiil orani arsinda
dogrusal bir iliski olmas1 beklenmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda hazirlanan peynir
orneklerinin kiil analizleri Boliim 3.5.6’da anlatildig1 gibi yapilmis ve sonuclar Cizelge

4.15’te verilmistir.

Cizelge 4.15. Mihali¢ Peynir 6rneklerinin olgunlasma siiresince % Kiil Oranlar

ot
LA | Kiltiir .
kaynagr | tiirli | 5 oo, 14. Giin 30.Giin | 60.Gin | 90.Gin
F 6,3540,63c | 6,94+0,06BChc | 7,83£0,48b  |9,27+0,06a | 9,67+0,67a
Linoleik |1 6,31:0,67d | 7,76:0,24Acd |8,64+1,00bc  [9,90+0,40ab | 10,25+0,09a
asit
(L) |F+T  |608:013d | 7426047ABc |8,624032 | 944%0,17ab | 9.80+0.47a
K 591£036b  |6,29+029Cb |835+1,02a  |8,93x094a  |10,10+0.57a
F 7,9340,98a  |7,95:031a  |9,68£0,02Aa | 10,05£1,50a |9,55+0,29a
Corek |T 8,09+1,42a  |7,64£0,97a  |8,32+0,68Ba |9,42+021a |9,27+0.27a
otu yagi
(C) |F+T |705:0.16b  |743%110b  |8,00:033Bab [8.90+0.08a |9,1240,18a
K 73740450 |7,2540,01b  |8,28+0,66Bab |9,33£0,63a | 9,43+0,44a
F 6,54+0,05Ab | 6,62+0,62ABb |7,47+0,12ABab | 8,60+0,94ABa | 8,27+0,61Ca
Kontrol | T 5,750,50ABc | 7,8120,50Ab | 8,49+0,49Ab  |9,670,13Aa | 10,18+0,02Aa
(K)  |F+T  |5,42+1,12ABc |5,93+0,98Bbc | 6,49+1,18Bbe | 7,99+0,35Bab | 9,14+0,20Ba
K 4,63£033Bd  |5,75+0,16Bc | 7,00+0,67ABb | 8,08+0,47Bab |8,50+0,17BCa

A,B,C (|)aym giinde kiiltiirler arasi istatistiksel fark: her linoleik asit kaynagi kendi iginde degerlendirilerek
gosterilmistir.

a,b,c,d (—)ayn kiiltiirde olgunlagma siirecindeki farki gostermektedir (p<0,05).

F: P. freudenreichii subsp. shermanii, T: P. thoenii, F+T: P. freudenreichii subsp. shermanii+ P. thoenii, K:
Kontrol-kiiltiir ilavesi yok

Peynirlerin kiil oranlar1 olgunlasma boyunca degisirken olgunlagmanin sonuna
dogru artma egilimi gostermistir. Olgunlagsmanin basinda en diisiik kiil oran1 %4,63 olarak

kontrol siitii ile kiiltiir ilavesi yapilmadan iiretilen peynirde (KK) belirlenmistir. En yiiksek
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oran ise %38,09 ile ¢orek otu yag ilave edilmis ve P. thoenii ile yapilan peynir (CT)

orneginde belirlenmistir. Peynirlerin kiil oranlar1 %4,63 ile %10,10 arasinda degismistir.

Linoleik asit ilave edilen siitlerden farklhi kiiltiirler ile yapilan tiim peynirlerde
olgunlasmanin 3. ve 90. giinii arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir (p<0,05). P.
freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynirin (LF) kiil oran1 %6,35 ten %9,67’ye
yiikselmistir. Bu siitle yapilan tiim peynir 6rneklerinde olgunlasma boyunca kiil oraninda
%30-50 arasinda artis gozlenmistir. Ayni olgunlasma zamaninda peynirler arasinda
istatistiki olarak 6nemli bir farklilik gozlenmemistir. Kiiltiir ilavesi yapilarak hazirlanan
tim peynir orneklerinin (LF, LT ve LFT)kiile degerleri olgunlasmanin 60. giiniinde en
yiiksek seviyeye ulagmistir. Kontrol olarak hazirlanan kiiltiirsiz peynir (LK) ise

olgunlagmanin 30. giiniinde anlaml1 olarak artmistir.

Corek otu yagi ilave edilen siitlerde ise kiil igerikleri %7,05 ile %9,55 arasinda
degismistir. Bu siitten yapilan peynirlerde de olgunlasma boyunca kiil oran1 artmasina
ragmen ayri ayr1 P. freudenreichii subsp. shermanii (CF) ve P. thoenii (CT) ile tiretilen
orneklerde olgunlasma boyunca istatiksel olarak anlamli bir farkliliga rastlanmamistir
(p>0,05). Olgunlasma siiresince peynirlerdeki kiil miktar1 artis1 %15 ile %29 arasinda
degismektedir. Ayni olgunlagsma zamaninda peynirler arasinda istatistiki olarak énemli bir
farklilik gbézlenmemistir (p>0,05). Sadece olgunlasmanin 30. giiniinde P. freudenreichii
subsp. shermanii ilave edilerek yapilan peynirin (CF) kiil oran1 digerlerinden onemli
derecede farklidir (p<0,05).

Linoleik asit ve ¢orek otu yagi ilavesi olmayan siitten yapilan peynirlerde de kiil
orani ayni egilimi gostermis ve olgunlagsma boyunca artmistir. Bu artis istatiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0,05). Kiil oranlar1 %5,42 ile 10,18 arasinda degismistir. Diger
peynirlerden farkli olarak bu siitle yapilan peynirlerde her bir olgunlasma periyodunda
kiiltiirler ile yapilanlar arasinda anlamli farkliliklar gézlenmistir (p<0,05). Tiim olgunlagsma
periyotlarinda P.thoenii ile yapilan peynir 6rnegi (KT) diger 6rneklerden 6nemli derecede
daha yiiksek kiil oranin sahiptir. Olgunlasma sonunda ise P. freudenreichii subsp.
shermanii ile yapilan peynirin (KF) en diisik kiil oranmna (%8,27) sahip oldugu

belirlenmistir.

Peynirlerin ortalama kiil miktarlar1 Cizelge 4.16’da verilmistir. Cizelgede

gosterildigi iizere P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynirlerin kiil orani
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kontrol siitii ile yapilandan anlamli olarak yiiksektir (p<0,05). P. thoenii ile yapilan
peynirler ise siite ilave edilen linoleik asit kaynagina gore herhangi bir anlamli farklilik
gostermemistir (p>0,05). Her iki kiiltliriin beraber kullanildig1 peynir 6rneklerinde linoleik
asit ilave edilen sitle hazirlanan 6rnek, kontrol suti ile hazirlanandan onemli derecede
farkl iken, ¢corek otu yagi ilave edilmis siitle hazirlanan peynir diger iki 6rnekten istatiksel
olarak anlamli derecede farkli degildir. Hi¢ kiiltiir ilave edilmeden yapilan peynirlerde
corek otu yagi ilave edilmis siitten yapilan digerlerinden anlamli oranda daha yiiksek kiil

miktarina sahiptir (p<0,05).

Cizelge 4.16. Mihali¢ peynirlerinin kullanilan kiiltiir tiirine ve siite ilave edilen linoleik
asit kaynagina gore ortalama kiil oranlart.

Kiiltiir Linoleik asit | Corek otu Yag: Kontrol

(L) © (K)
P. freudenreichii subsp. shermanii (F) | 8,01£1,39Aab [9,03+1,17aA 7,5+0,99ABb
P. thoenii (T) 8,57+1,57Aa 8,55+1,01aA 8,38+1,65Aa

P. freudenreichii subsp. shermanii

N 8,27+1,44Aa |[8,10+0,94Aab 6,99+1,60ABb
+ P. thoenii (FT)

Kontrol (K) 7,92+1,75Aab |8,33+1,04Aa 6,79+1,53Bb

A,B, (|)aymn siitunda kiiltiirler arasi istatistiksel farki gostermektedir(p<0,05).
a,b (—)ayni satirda linoleik asit kaynaklar arasindaki farki gostermektedir (p<0,05).

Siite ilave edilen linoleik asit ve ¢orek otu yagi ise peynirlerin kiil oranlarinda
anlamli bir etkiye sahip degildir (p>0,05). Varyans analizine gore sadece kontrol siitlinden
yapilan peynirler (KK) 6nemli farkliliklar géstermistir (p<0,05). P. thoenii ile yapilan
peynir digerlerinden daha yiiksek kiil oranina sahipken her iki kiiltiiriin beraber kullanildig1
ve sadece P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynirler istatiksel olarak

birbirinden farklilik gostermemistir.

Farkli kiil oranlarinin nedeni bu 6rneklerin pH ve titrasyon asitliginin farkliligindan
ve dolayistyla peynir ortamina alinan tuz oranmmin degismesinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Ozcan (2000) yaptig1 calismasinda olgunlasmanin kiil oranina etkisini
onemli bulmus ve Mihali¢ peynirlerinin kiil oranin1 %6,91 ile 8,46 arasinda oldugunu

raporlamistir. Bu degerler bu ¢aligmada belirlenen degerler ile benzerlik gostermektedir.
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4.10.6. Tuz Oram

Peynir iiretiminde salamura uygulamasi peynirin tat ve aroma gelisimini, tekstiirel
ozelliklerini ve peynirde gerceklesen mikrobiyal faaliyetleri etkilemektedir. Olgunlagma
stiresince peynir kitlesinden suyun ayrilmasi ve peynirin sertlesmesi dogrudan peynirdeki
tuz orani ile iliskilidir (Hayaloglu vd., 2012). Bu arastirmada peynirlerin tuz analizi boliim

3.5.7’de anlatildig1 gibi yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.17°de gosterilmistir.

Olgunlagma siiresince beklenildigi gibi peynirlerin tuz oraninda artis gézlenmistir.
Olgunlagmanin basinda en diisiik tuz oran1 %4,42 ile kontrol siitiinden herhangi kiiltiir
ilavesi yapilmadan firetilen peynir 6rneginde (KK) goriiliirken, en yiiksek tuz oran1 %6,16
ile ¢orek otu yagi ilave edilmis siitten her iki kiltiiriin beraber kullanilarak yapilan peynir
(CFT) orneginde belirlenmistir. Olgunlasma sonunda ise en diisiik tuz oran1 %8 ile kontrol
stittinde kiiltiirsiiz yapilan peynire (KK) aitken en yiiksek tuz orani da %10,18 ile ¢orek otu
yagi ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynirde (CFT)

belirlenmistir.

izelge 4.17. Mihalic Peynir 6rneklerinin olgunlasma siiresince % Tuz Oranlari
Cizelg ¢ Pey gunlag

(0)
LA |Kiiltiir ¥ Tuz
kaynagn | tiird | 3 Gu, 14.Giin | 30.Giin | 60.Giin | 90.Giin
F 5,61+0,19Ac | 6,17+0,42Abc | 6,88+0,21Cb | 8,54+0,27Ba |9,13+0,37Aa
Lino_leik T 5,75£0,04Ad | 6,95£0,44Ac |8,12+0,15Ab |8,44+0,31Bab |9,34+0,59Aa
asit
(L) |F+T  |58540.16Ad |655:0.19Ac |782:0,06Bb |9.17+0.36Aa |9,10+0.28Ba
K 5,83+0,14Ad |5,91+0,57Ad |7,40+0,37Bc | 8,64+0,46ABa | 9,15+0,05Aa
F 5,8+0,07ABd | 7,93+0,23Ac | 7,88+0,23Ac |9,37+0,25Bb | 10,18+0,33Aa
Corek |T 6,11£0,15Ae | 7,5240,09Bd | 8,19+0,25Ac |9,87+0,07Ab | 10,05+0,1Aa
otu yagi
() |F+T  |6165020Ad |7,09+0,09Cc |7.75:0.45Ab |8,20:021Ch |8,86+0,14Ca
K 5,7540,03Be  |6,97+0,1Cd | 8,08+0,19Ac |8,91+0,17Bb |9,43+0,08Ba
F 5,55:0,07Ad | 6,14+0,31Bc |7,10+0,18Ab |8,18+0,08Aa |8,01+,86Aa
Kontrol
T 538+0,15Ac | 7,16£021Ab |7,48+0,17Ab |8,630,15Aa |9,24+0,56Aa
(K)
F+T  [4,93+0,09Bd |5,95+0,13Bc |6,130,13Bc |7,31=0,59Bb |8,66+0,26Aa
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K 4,42+0,09Cd | 5,40+0,02Cc | 6,64+0,08Bb |7,60+0,04Ba |8,02+0,78Aa

A,B,C (|)ayn giinde kiiltiirler aras istatistiksel fark: her linoleik asit kaynagi kendi i¢inde degerlendirilerek
gosterilmistir.

a,b,c,d,e (—)ayn kiiltiirde olgunlasma siirecindeki farki géstermektedir (p<0,05).

F: P. freudenreichii subsp. shermanii, T: P. thoenii, F+T: P. freudenreichii subsp. shermanii+ P. thoenii, K:
Kontrol-kiiltiir ilavesi yok

Linoleik asit ilavesi yapilan siitten tiretilen tiim peynirlerde olgunlagma siiresince
tuz oranlarinda istatiksel olarak oOnemli derecede artis gozlenmistir. Olgunlagsmanin
peynirlerin tuz oranlarina etkisi dnemli bulunmustur (p<0,05). Ornekler arasi farkliliklar
ise olgunlagsmanin 3.ve 14. giiniinde 6nemsiz iken diger glinlerde 6nemli bulunmustur. P.
freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynir (LF) 6rneginde olgunlagma siiresince
%62 oraninda bir artis gozlemlenmistir. Olgunlasmanin her déneminde tuz igerikleri

birbirinden farklilik géstermistir.

Corek otu yagi ilave edilen siitten hazirlanan peynirlerde olgunlasmanin basinda en
yiiksek tuz oran1 %6,16 ile her iki kiiltiirtin ilave edildigi 6rnekte (CFT) gozlemlenirken en
diistik oran %5,75 ile herhangi bir kiiltiir ilavesi olmayan 6rnekte (CK) belirlenmistir. Diger
orneklerde oldugu gibi olgunlagma siiresince tuz orani anlamli derecede artis géstermistir
(p<0,05). Olgunlagsma sonunda en yiiksek tuz orani (%10,18) P. freudenreichii subsp.
shermanii ile yapilan peynirde (CF) olmasina ragmen sadece herhangi kiiltiir ilavesi
olmayan (CK) ve iki kiiltiiriin beraber kullanildig1 peynir drnegi istatiksel olarak onemli

derecede digerlerinde ayrilmistir (p<0,05).

Linoleik asit ve ¢orek otu yag ilave edilmeyen kontrol siitlinden yapilan
peynirlerde de olgunlasma boyunca tuz oran1 kademeli olarak artmistir. Olgunlagsmanin
basinda en yiiksek tuz oran1 %5,55 ile P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynir
orneginde (KF) belirlenirken en diisiik %4,42 ile herhangi kiiltiir ilavesi olmayan peynirde
(KK) gozlenmistir. Olgunlagma sonunda ise tiim peynir drneklerinde %41 ile %79 arasinda
tuz igerigi artmistir. En yiiksek tuz oran1 %9,24 ile P. thoenii ile yapilan peynir 6rneginde
(KT) gozlenmis olmasina ragmen peynir 6rneklerinin tuz igerikleri arasinda anlamli bir

fark bulunamamastir (p>0,05).

Peynir orneklerinin olgunlagsma siiresince elde edilen tuz iceriklerinin ortalamasi
dikkate alindiginda siite ilave edilen linoleik asit ve ¢corek otu yaginin kontrole gore etkisi
anlamli bulunmamustir (p>0,05). Sekil 4.10.’da goriildiigii tizere kiiltiirler arasinda farklilik

da tespit edilememistir. Sadece kontrol siitlinden herhangi bir kiiltiir ilave edilmeden
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yapilan peynirin (KK) tuz orani digerlerinden daha diisiik olarak belirlenmis fakat aradaki

fark istatiksel olarak 6nemli bulunmamstir (p>0,05).

B Linoleik Asit B Cdrekotu Yagi = K ontrol

10.00
8.00
6.00
4.00
2.00
0.00
P. freudenreichii, P. thoenii P. freudenreichii Kontrol
subsp. shermanii subsp. shermanii +
P. thoenii

Sekil 4.10. Mihali¢ peynirlerinin kullanilan kiiltiirlere gore ortalama % tuz oranlari

Mihali¢ peynirlerinde daha dnce yapilan ¢alismalarda tuz oranlar1 %5,09-%6,73
(Ozer, 2015), %3,86-%5,32 (Hayaloglu vd., 2012),%3,27-%8,18 (Aday, 2010), %1,51-
%11,57 (Bulut, 2006), %3,82-%8,07 (Ozcan, 2000) olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada
belirlenen tuz igerikleri diger ¢aligmalarda belirlenen degerlere yakin ancak biraz daha
yiiksek olarak saptanmistir. Peynirde bulunan tuz orani salamuranin tuz konsantrasyonu,
sicaklik, asitlik olgunlagma siiresi gibi parametrelere bagli oldugu i¢in bu gibi farkliliklar

gozlenebilmektedir (Hayaloglu vd., 2008).

4.10.7. Yag Asitleri Kompozisyonu

Peynirin olgunlagmasi siiresince gergeklesen dnemli biyokimyasal olaylardan biri
de serbest  yag asitlerinin olusumudur. Lipitlerin hidrolizi, cogu
olgunlagsmis/olgunlagsmamis peynir tipi i¢in bir kalite parametresi olarak kullanilir, ¢linkii
lipit hidrolizi tarafindan tetiklenen degisiklikler, peynirin fiziksel, kimyasal ve duyusal
ozelliklerini etkiler. Yag asitleri peynirin tat ve aroma olusumunu dogrudan etkilemektedir

(Ozdemir vd., 2004). Kisa zincirli yag asitleri keton ve esterler gibi cesitli hos koku
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bilesenlerinin iiretimlerinin ilk basamagini olusturmaktadir (Aday ve Karagul Yuceer,
2014).

Yag asitlerinin agiga ¢ikmasi i¢in gerceklesen lipolizin seviyesi peynir tiirlerine
gore farklilik gdstermektedir. Bazi Italyan peynirlerinde lipoliz ¢ok yiiksek seviyelerde
gerceklesirken, salamurada olgunlastirllan peynirlerde daha diisik seviyede
gerceklesmektedir. Peynir siitlinlin pastdrizasyonu, siitte bulunan lipazin ¢ogunu etkisiz
hale getirildigi i¢in ¢ig ve pastorize siitten yapilan peynirler arasinda lipoliz seviyesi
acisindan 6nemli farkliliklar vardir. Bununla birlikte, lipolitik enzimler sadece ¢ig siitten
degil, ayn1 zamanda starter ve starter olmayan bakteriler ve/veya ekzojen lipazlardan da
kaynaklanmaktadir (Hayaloglu ve Karabulut, 2013).

Olgunlasma boyunca peynirlerin yag asitleri profili Boliim 3.5.8de aciklandig: gibi

belirlenmis ve sonuglar her bir peynir 6rnegi i¢in ayr1 ayr1 gosterilmistir.

Linoleik asit ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii kullanilarak
tiretilen peynirin (LF) yag asitleri profili Cizelge 4.18° de gosterilmistir. Bu peynirde
bulunan major yag asitleri %32,5 ile palmitik asit (C:16) ve %28,7 ile oleik asit (C:18:1n9t)
olarak belirlenmistir. Miristik asit (C:14) ve stearik asit (C:18) ise sirasiyla %11,5 ve %12
oranlartyla ikinci en yiiksek orana sahip yag asidi grubudur. Bu ¢alisma i¢in 6nem arz eden
linoleik asit (C:18:2n) miktar1 ise ortalama %3,1 olarak belirlenmistir. Kisa zincirli yag
asitleri incelendiginde biitirik (C:4), kaproik (C:6) ve kaprilik (C:8) oranlariyla sirasiyla
%2,1; %1,6 ve %1,2 olarak belirlenmistir.

Olgunlagsma siiresince yag asitlerinin oranlarinda degisimler gbézlenmistir.
Olgunlagsmanin basinda tekli doymamis yag asitleri %27,4 iken olgunlagmanin 14, 30. ve
60. giinlerinde atis gostererek %31 seviyelerine ¢ikmistir. Olgunlasmanin sonunda ise tekli
doymamis yag asitleri seviyesi tekrar %28 oranina diismiistiir. Coklu doymamis yag asitleri
ise olgunlasma basinda %4 olarak belirlenmis daha sonra 14. giinde azalmis 30. giinde
tekrar artarak %@4,1 seyisine ¢ikmistir. Olgunlagsma sonunda ise %3,8 seviyesine
gerilemistir. Olgunlagma boyunca gozlemlenen bu dalgalanmalar mikrobiyal aktivite ile
iliskilendirilmistir. Doymus yag asitleri olgunlagsma basinda ve sonunda farklilik
olmamasina ragmen 6zellikle olgunlasmanin 14., 30. ve 60. giinlerinde azalma gdstermis
fakat olgunlasmanin son déneminde baslangi¢ seviyesine ulagsmistir. Doymus yag asitleri

olgunlagsma boyunca ortalama %66,3 seviyesinde belirlenmistir.
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Cizelge 4.18. Linoleik asit ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii
kullanilarak tiretilen peynirin olgunlasma boyunca yag asitleri kompozisyonu % degisimi

P. freudenreichii subsp. shermanii (F)

3 14 30 60 90 Ortalama|+sd |min | max

C4 2,18 |1,95 |2,29 |2,00 |2,28 (2,14 0,161,95 |2,29

C6 1,75 1,58 |1,87 |1,62 (0,96 |1,56 0,35(0,96 |1,87

C:8 1,04 (0,98 |1,11 (0,97 (1,73 |1,17 0,32(0,97 |1,73

C:10 2,53 |2,40 |2,63 2,34 |1,24 |2,23 0,57(1,24 |2,63

C:12 3,03 |2,96 |2,92 2,83 [1,90 |2,73 0,47(1,90 |3,03

C:14 11,93|11,41|11,22|11,16 11,53 |11,45 0,30(11,16|11,93
C:14:1 0,00 {1,04 |0,90 0,86 |0,00 |0,56 0,52(0,00 |1,04
Linoleik C:15 0,00 {0,90 |0,74 |0,79 |0,00 |0,48 0,45/0,00 0,90
Asit | C:16 33,31|31,87|30,92 31,56 | 34,99 | 32,53 1,63 30,92 34,99
) C:16:1 0,00 {1,79 |0,00 1,53 |0,00 |0,66 0,91/0,00 |1,79
C:18 12,78 (10,97|10,76 12,00 (13,47 |12,00 1,16 10,76 | 13,47

C:18:1n9t | 27,40 | 28,89 30,52 | 28,70 28,04 | 28,71 1,17 27,40 (30,52

C18:2n6c 3,10 |2,44 |3,12 |2,75 |3,87 |3,06 0,53|2,44 |3,87

C:18:3n3 |0,96 (0,83 |0,99 (0,89 |0,00 |0,73 0,41/0,00 |0,99

XSFA 68,55|65,01 64,47 |65,27|68,10| 66,28 1,90 64,47 68,55

XUFA 31,45|34,99 35,53 |34,73|31,90|33,72 1,90|31,45|35,53

XMUFA |27,40|31,72|31,42|31,09 28,04 |29,93 2,05(27,40|31,72

YPUFA |4,05 |3,27 |411 3,64 [3,87 |3,79 0,34|3,27 |411

Linoleik asit ilave edilmis siitten P. thoenii kullanilarak iiretilen peynirin (LT) yag
asitleri profili Cizelge 4.19 da gosterilmistir. Bu peynirin yag asitleri incelendiginde en
yliksek orana sahip yag asitlerinin palmitik (%32,7) ve oleik asit (%28,5) oldugu
goriilmektedir. Daha sonra %11,6 ve %12,3 oranlariyla miristik ve stearik asit gelmektedir.

Linoleik asit orani ise ortalama %2,9 olarak belirlenmistir. Kisa zincirli yag asitlerine
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bakildiginda biitirik asit %2,1, kaproik asit %1,7 ve kaprilik asit %0,74 oranlarinda

belirlenmistir.

Cizelge 4.19. Linoleik asit ilave edilmis siitten P. thoenii kullanilarak iiretilen peynirin
olgunlagsma boyunca yag asitleri kompozisyonu % degisimi

P. thoenii (T)

3 14 30 60 90 Ortalama|£sd |min | max

C4 2,16 |2,01 |2,04 [2,09 |2,15 |2,09 0,07(2,01 |2,16

C6 1,73 |1,60 |1,66 |1,65 |1,73 |1,67 0,05{1,60 |1,73

C:8 0,00 |0,99 |1,01 |0,98 |0,70 |0,74 0,43/0,00 |1,01

C:10 2,49 2,43 (2,36 2,32 |2,35 |2,39 0,07(2,32 |2,49

C:12 297 2,93 (2,83 [2,80 [2,91 |2,89 0,07(2,80 |2,97

C:14 11,94|11,54|11,05|11,01 12,20 |11,55 0,53(11,01|12,20
C:14:1 0,00 |0,85 |0,91 |0,88 |0,00 |0,53 0,48(0,00 [0,91
Linoleik C:15 0,00 {0,83 |0,80 |0,78 |0,00 |0,48 0,4410,00 |0,83
Asit | C:16 33,56 |32,36|31,04 |31,42|34,87|32,65 1,58 31,04 34,87
) C:16:1 0,00 {0,00 |1,62 1,51 |0,00 |0,63 0,86(0,00 |1,62
C:18 12,99(12,43|11,62 12,27 12,25|12,31 0,49(11,62|12,99

C:18:1n9t | 28,34 | 28,11 29,24 | 28,73 27,81 | 28,45 0,56 (27,81 29,24

C18:2n6c [3,84 |2,96 (2,84 2,68 |2,29 (2,92 0,5712,29 |3,84

C:18:3n3 |0,00 {0,96 (0,99 |0,88 |0,74 |0,71 0,41|0,00 0,99

XSFA 67,82|67,11|64,41|65,32|69,16 | 66,77 1,91/64,41|69,16

XUFA 32,18|32,89|35,59 | 34,68 | 30,84 | 33,23 1,91/30,84 | 35,59

XMUFA |28,34|28,96|31,77|31,12|27,81|29,60 1,75127,81|31,77

YPUFA |3,84 |3,93 3,82 |3,56 |3,03 |3,64 0,37 (3,03 |3,93

Olgunlagsma boyunca bu peynirin doymus yag oran1 %64,4 ile %69,2 arasinda

degismekle ortalama %66,8 olarak hesaplanmigtir. Doymamis yag asitleri %33,2 olarak
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belirlenmis ve %29,6 tekli doymamis yag asitleri iken %3,6’s1 ¢oklu doymamis yag asitleri
olarak belirlenmistir. Olgunlagma basi ile sonu arasinda yag asitleri oranlarinda degisimler
gbézlemlenmistir. Doymus yag asitleri orani artarken, doymamis yag asitleri oram
azalmistir. Bununla beraber tekli doymamis yag asitleri artis gosterirken ¢oklu doymamais

yag asitleri ise azalmistir.

Linoleik asit ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii ve P. thoenii
kiiltiirlerinin beraber kullanilarak {iiretilen peynirin (LFT) yag asitleri profili Cizelge 4.20’
de gosterilmistir. Bu peynirde en yliksek oranda %33,5 ile palmitik asit ve %27,4 oraninda
oleik asit belirlenmistir. Miristik asit %11,4 oraninda ve stearik asit %11,5 oraninda
bulunmustur. Kisa zincirli yag asitleri oranlari biitirik %2,2, kaproik %1,8 ve kaprilik %1,1
seklinde belirlenmistir. Linoleik asit miktar1 olgunlagma basinda %2,7 iken olgunlasmanin
30. giinlinde 6nemli oranda artarak %3,4 ¢ ulagsmis daha sonra azalma egilimi gostererek

olgunlagma boyunca ortalama %2,8 oraninda belirlenmistir.

Doymus yag asitleri bu peynir 6érneginde olgunlagsmanin basinda %67,2 iken 30.
giinde 6nemli oranda azalarak %64,5 olmustur. Olgunlagmanin sonunda ise artig gostererek
%69,4 oranina ulasmistir. Doymamis yag asitleri ise olgunlasmanin basinda %32,8 iken
olgunlagsmanin sonunda %30,6 oranma gerilemistir. Coklu doymamis yag asitleri
olgunlagmanin 30. giiniinde Onemli oranda artarak %4,0 olmus fakat olgunlasmanin
sonunda azalarak %3,5 olarak belirlenmistir. Tekli doymamis yag asitleri ise olgunlagsma

boyunca ortalama %?29,3 olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 4.20. Linoleik asit ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii ve P.
thoenii kullanilarak iiretilen peynirin olgunlasma boyunca yag asitleri kompozisyonu %
degisimi

P. freudenreichii subsp. shermanii + P. thoenii (FT)

3 14 30 60 90 Ortalama|£sd |min | max

C4 2,09 1,92 |257 2,12 |2,24 |2,19 0,24(1,92 |2,57

C6 169 (1,60 [2,08 1,67 1,75 |1,76 0,19(1,60 |2,08

C:8 1,00 (0,99 [1,23 |0,99 (1,02 |1,05 0,10({0,99 |1,23

C:10 2,47 2,45 |2,60 (2,30 2,42 |2,45 0,11{2,30 |2,60

C:12 294 2,96 (2,78 2,81 |3,02 |2,90 0,10(2,78 |3,02

C:14 11,27|11,32|10,63|11,35(12,22|11,36 0,57(10,63 12,22
C:14:1 0,94 |09 |0,86 0,83 |0,00 |0,72 0,40{0,00 |0,95
Linoleik C:15 0,85 |0,86 |0,72 |0,77 |0,00 |0,64 0,36 0,00 |0,86
Asit | C:16 33,43|33,58|31,57 34,24 34,52 | 33,47 1,15|31,57 34,52
) C:16:1 1,74 1,79 |1,77 |0,61 (0,00 |1,18 0,83(0,00 |1,79
C:18 11,48 |11,47|10,27 11,79 (12,22 |11,44 0,73(10,27 12,22

C:18:1n9t | 26,73 | 26,74 | 28,89 | 27,28 | 27,25 | 27,38 0,89 (26,73 28,89

C18:2n6c 2,68 |2,67 |3,43 |2,70 |2,45 (2,79 0,37(2,45 |3,43

C:18:3n3 |0,70 |0,70 |0,59 |0,56 |0,88 [0,69 0,13|/0,56 |0,88

XSFA 67,21|67,15| 64,46 | 68,03 |69,42 | 67,25 1,81 /64,46 69,42

XUFA 32,79132,85|35,54|31,97|30,58|32,75 1,81130,58 | 35,54

YXMUFA |29,41|29,48|31,52|28,71|27,25|29,27 1,54127,25|31,52

YPUFA |3,38 |3,37 4,02 |3,25 [3,34 (3,47 0,31(3,25 |4,02

Linoleik asit ilave edilmis siitten herhangi bir kiiltiir ilavesi olmadan kontrol olarak
iretilen peynirin (LK) yag asitleri profili Cizelge 4.21’de gosterilmistir. Palmitik asit
%33,5, oleik asit %27,5 ile en yliksek oranda bulunan yag asitleridir. Miristik asit ve stearik
asit swrastyla %11,4 ve %11,5 oranlarinda bulunmustur. Kisa zincirli yag asitleri
incelendiginde biitirik asit %2,0, kaproik asit %1,7 ve kaprilik asit %1,0 seklinde

126



belirlenmistir. Linoleik asit miktar1 olgunlasma basinda %2,8 iken olgunlagma sonunda

%?2,6 ya diismiis ve olgunlasma boyunca ortalama %2,7 oraninda olmustur.

Cizelge 4.21. Linoleik asit ilave edilmis siitten herhangi bir kiiltiir ilavesi olmadan Kontrol
olarak tiretilen peynirin olgunlasma boyunca yag asitleri kompozisyonu % degisimi

Kontrol (K)

3 14 30 60 90 Ortalama|£sd |min | max

C4 1,99 (1,93 [1,96 |1,93 (2,34 |2,03 0,181,933 |2,34

C6 162 (161 |1,60 |1,64 [1,78 |1,65 0,07{1,60 1,78

C:8 0,98 0,99 |0,99 0,98 |1,18 |1,03 0,09/0,98 |1,18

C:10 2,40 |2,48 (2,37 2,30 |2,22 |2,36 0,10(2,22 |2,48

C:12 293 3,04 296 2,71 |2,70 |2,87 0,16|2,70 |3,04

C:14 11,13|11,47|11,37|10,86 | 11,96 | 11,36 0,41/10,86|11,96
C:14:1 094 |148 |1,01 |0,86 |0,00 |0,86 0,54|0,00 |1,48
Linoleik C:15 0,84 |0,94 |0,85 |0,77 |0,00 |0,68 0,39/0,00 {0,94
Asit | C:16 32,81|32,62|32,02 32,92 |36,93| 33,46 1,97 32,02 36,93
) C:16:1 1,73 (1,67 |1,72 |1,76 [0,00 |1,38 0,77/0,00 1,76
C:18 11,20(11,14 11,34 11,23 | 12,42 | 11,47 0,54(11,14 12,42

C:18:1n9t | 27,91|27,20 | 28,28 | 28,61 | 25,23 | 27,45 1,35]25,23 28,61

C18:2n6c 2,81 |2,57 (2,64 |2,76 |2,58 |2,67 0,11(2,57 |2,81

C:18:3n3 |0,73 |0,85 |0,88 |0,66 |0,67 [0,76 0,10|/0,66 |0,88

XSFA 65,89 |66,23|65,46 | 65,35|71,53| 66,89 2,62 (65,35|71,53

XUFA 34,11|33,77| 34,54 | 34,65|28,47| 33,11 2,62 (28,47 |34,65

XMUFA |30,57|30,36|31,01|31,23|25,23|29,68 2,51(25,23 31,23

YPUFA |354 (3,41 3,52 |3,42 (3,24 |3,43 0,1213,24 |3,54

Doymus yag asitleri oran1 olgunlasma boyunca degismekle beraber olgunlasma

sonunda 6nemli bir artis gostermistir. Baslangigta %65,9 olan doymus yag asitleri oranm
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olgunlagsmanin sonunda 6nemli oranda artarak %71,5 a yiikselmistir. Bu artisin sonucunda
ozellikle tekli doymamis yag asitleri oraninda %34,1 den %%28, 5‘a dogru bir azalig
gozlemlenmistir. Coklu doymamis yag asitleri oraninda ise anlamli bir degisim

gbozlemlenmemistir.

Corek otu yagi ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii kullanilarak
iiretilen peynirin (CF) olgunlagsma boyunca yag asitleri kompozisyonu Cizelge 4.22°de
gosterilmistir. Bu peynirlere ilave edilen ¢orek otu yaginin yag asitleri kompozisyonu
Cizelge3.3.’te verilmistir. Palmitik asit ve oleik asit sirastyla ortalama %34 ve %26,9
oranlariyla diger peynirlerde oldugu gibi en baskin yag asitleridir. Miristik asit (%11,5) ve
stearik asit(%12,1) bunlardan sonra gelen en yiiksek orana sahip yag asitleridir. Linoleik
asit oranlar1 incelendiginde olgunlagsmanin basinda %2,6 olan oranin olgunlagsmanin 60.
giiniinde %3,1 e yiikselmis fakat olgunlasma sonunda yine %2,6 olarak belirlenmistir. Kisa
zincirli yag sitleri incelendiginde biitirik asit %2,0, kaproik asit %1,6 ve kaprilik asit %1,0

seklinde belirlenmistir.

Doymus yag asitleri oranlarina bakildiginda olgunlagsma basinda %69,3 olan oranin
olgunlagsmanin 14, 30. ve 60. giinlerinde 6nemli oranda azaldigini1 fakat olgunlasma
sonunda yine artis gostererek %70,8 oranina ulastigi goriilmektedir. Doymamis yag
oranlari ise olgunlasma basinda ve sonunda %30,7-29,2 oranlarinda iken tekli doymamis
yag oraninda O6nemli bir disiis (%27,4-25,9) gozlemlenmistir. Coklu doymamis yag

oranlari ise olgunlasma boyunca anlamli bir fark gostermemistir.
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Cizelge 4.22. Corek otu yagi ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii
kullanilarak {iiretilen peynirin olgunlasma boyunca yag asitleri kompozisyonu % degisimi

P. freudenreichii subsp. shermanii (F)

3 14 30 60 90 Ortalama|+sd |min | max

C:4 2,07 |1,97 (2,06 (1,97 |2,14 |2,04 0,071,97 |2,14
C:6 1,62 |1,62 |1,66 1,58 |1,66 |1,63 0,04|1,58 |1,66
C:8 0,95 0,98 [1,01 |0,94 |0,85 [0,95 0,06/0,85 |1,01
C:10 2,36 (2,41 (2,43 (2,21 |2,27 |2,34 0,092,221 |2,43
C:12 2,89 (2,89 (2,99 (2,68 |2,76 |2,84 0,12|2,68 |2,99
C:14 11,68(11,29|11,62|11,11|11,83 11,50 0,30/11,11|11,83
C:14:1  |0,83 |0,94 0,96 |0,78 |0,00 (0,70 0,400,00 |0,96
Cirek |C:15 0,83 |0,84 (0,88 |0,71 [0,00 |0,65 0,37/0,00 |0,88
s({):lgjl C:16 34,63|32,94 32,57 33,50 36,10 | 33,95 1,43|32,57 36,10
(©) |c:16:1  |0,77 [1,72 |0,71 [1,65 |0,00 |0,97 0,72/0,00 |1,72

C:18 12,32|11,46|11,57|12,04 13,16 12,11 0,68(11,46|13,16

C:18:1n9t | 25,75 |27,63 | 28,43 | 26,99 | 25,88 | 26,94 1,14125,75|28,43

C18:2n6c (2,57 |2,53 |2,30 [3,07 |2,58 |2,61 0,28(2,30 |3,07

C:18:3n3 (0,74 |0,77 |0,80 (0,78 |0,77 |0,77 0,02/0,74 |0,80

XSFA 69,34 (66,40 | 66,80 | 66,73 |70,76| 68,01 1,94 66,40 (70,76

XUFA 30,66 (33,60 | 33,20 | 33,27 | 29,24 | 31,99 1,94 129,24 | 33,60

YXMUFA |27,35|30,29(30,10|29,41 25,88 | 28,61 1,92|25,88 (30,29

YPUFA |3,31 |3,31 (3,10 (3,85 |3,35 |3,38 0,28(3,10 |3,85

Corek otu yagi ilave edilmis siitten P. thoenii kullanilarak iiretilen peynirin (CT)
olgunlagsma boyunca yag asitleri kompozisyonu ¢izelge 4.23’te gosterilmistir. Diger peynir
orneklerine benzer sekilde palmitik asit (%33,8) ve oleik asit (%27,3) en yiiksek orana
sahip yag asitleridir. Daha sonra %11,4 oran1 ile miristik asit ve %11,9 oraniyla oleik asit

gelmektedir. Olgunlagma boyunca linoleik asidin degisimi %2,4-3,0 arasinda olmustur.
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Kisa zincirli yag asitleri biitirik asit %2,0, kaproik asit %1,7 ve kaprilik asit %1,0

oranlarinda belirlenmistir.

Cizelge 4.23. Corek otu yagi ilave edilmis siitten P. thoenii kullanilarak iiretilen peynirin
olgunlagsma boyunca yag asitleri kompozisyonu % degisimi

P. thoenii (T)

3 14 30 60 90 Ortalama|#sd |min | max

C4 2,06 [1,96 (1,83 [2,04 |2,11 (2,00 0,11/1,83 |2,11
C:6 167 (161 |1,63 |1,64 |1,69 |1,65 0,03{1,61 |1,69
C:8 0,99 0,95 (0,98 [0,95 |0,94 (0,96 0,02{0,94 {0,99
C:10 2,39 2,35 (2,33 2,29 |2,22 (2,31 0,06(2,22 |2,39
C:12 291 2,84 (2,74 2,76 |2,68 (2,79 0,09/2,68 |2,91
C:14 11,48|11,66|11,08|11,21|11,60|11,41 0,25(11,08|11,66
C:14:1 0,87 |0,85 (0,88 [0,84 |0,00 |0,69 0,38(0,00 |{0,88
Corek |C:15 0,82 0,83 (0,75 |0,76 |0,00 |0,63 0,36(0,00 |0,83
S;gl C:16 33,81|34,59 32,57 |33,32|34,81 33,82 0,92 32,57 (34,81
(© |c:16:1 1,13 (0,80 |1,75 |1,68 |0,00 |1,07 0,7210,00 |1,75

C:18 12,02|12,37|11,22|11,60|12,36 11,91 0,50(11,22|12,37

C:18:1n9t | 26,66 | 25,88 29,01 | 27,86 | 27,10 | 27,30 1,19 (25,88 29,01

C18:2n6c (2,44 |2,51 |2,50 (2,35 |2,97 |2,55 0,2412,35 |2,97

C:18:3n3 (0,75 |0,80 |0,74 [0,69 |0,67 |0,73 0,05/0,67 |0,80

XSFA 68,15|69,16 | 65,13 | 66,57 | 68,41 | 67,49 1,62|65,13 69,16

XUFA 31,85(30,84 34,87 |33,43|30,74 32,35 1,78|30,74 | 34,87

YXMUFA |28,66|27,53|31,63|30,38 (27,10 (29,06 1,92 27,10 (31,63

YPUFA [3,19 (3,31 (3,24 |3,04 |3,64 |3,28 0,2213,04 |3,64

Doymus yag oranlar1 olgunlasmanin basinda ve sonunda %068,2-68,4 arasinda

degismistir. En 6nemli degisiklik olgunlagmanin 30. giiniinde gozlemlenmis doymus yag
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asitleri oran1 %65,1 olarak hesaplanmistir. Doymamis yag asitleri incelendigince
olgunlagsma boyunca ortalama oranin %32,5 oldugu goriilirken tekli doymamis yag asitleri
olgunlagmanin 60. giiniinde %30,4 seviyesine ulagsmistir. Coklu doymamis yag asitleri ise

en yiiksek degerine (%3,64) olgunlasmanin sonunda ulagmaistir.

Corek otu yagi ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii ve P. thoenii
kullanilarak {iretilen peynirin (CFT) olgunlagsma boyunca yag asitleri kompozisyonu
Cizelge 4.24’te gosterilmistir. Palmitik asit %34,7, oleik asit %26,5 oranlarinda bulunurken
miristik asit %%11,6 ve stearik asit %12,1 oranlarinda bulunmustur. Linoleik asit orani
olgunlagsma basinda %2,5 oranindayken olgunlasma sonunda %2,16 oranina diismiistiir.
Kisa zincirli yag asitleri incelendiginde biitirik asit %2,1, kaproik asit %1,6 ve kaprilik asit

%1,0 olarak belirlenmistir.

Doymus yag asitleri incelendiginde olgunlasma basinda %69,4 olan oran 30. giinde
(%65,9) 6nemli oranda azalsa da olgunlagsmanin sonunda %72,3 oranina yiikselmistir.
Doymamis yag asitleri ise %30,6 dan %27,7 ye gerilemistir. Tekli doymamis yag asitleri
olgunlasma sonunda %24,9’a ¢oklu doymamis yag asitleri %2,8’e dlismiistiir.
Olgunlagsmanin 30. giiniine kadar artis gozlemlenirken sonrasinda oranlar azalma egilimi

gostermistir.
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Cizelge 4.24. Corek otu yagi ilave edilmis stitten P. freudenreichii subsp. shermanii ve P.
thoenii kullanilarak iiretilen peynirin olgunlasma boyunca yag asitleri kompozisyonu %
degisimi

P. freudenreichii subsp. shermanii + P. thoenii (FT)

3 14 30 60 90 Ortalama|+sd |min | max

C:4 2,00 (215 (217 (213 |2.27 |2,14 0,10/2,00 |2,27
C:6 158 1,72 1,76 |1,69 |1,15 |1,58 0,25|1,15 |1,76
C:8 0,96 0,99 (1,04 |0,99 |1,02 [1,00 0,03/0,96 |1,04
C:10 2,41 (2,34 (2,36 |2,30 |2,13 |2,31 011|213 |2,41
C:12 2,92 (2,81 (2,81 |2,80 |2,71 |2,81 0,08/2,71 |2,92
C:14 11,78(11,58|11,13|11,44(12,22|11,63  |0,40|11,13|12,22
C:14:1 |084 [0,86 |0,83 |0,83 |0,00 |0,67 0,38/0,00 |0,86
Corek | C:15 0,83 |0,77 |0,71 |0,75 |0,00 |0,61 0,35/0,00 |0,83
S:lgjl C:16 34,63|34,20(32,91|34,2537,50(34,70  |1,69(32,91 (37,50
(©) |c:16:1  |0,78 |0,72 |1,78 |0,59 |0,00 |0,77 0,64(0,00 [1,78

C:18 12,27111,92|10,97|12,11|13,32|12,12 0,84(10,97|13,32

C:18:1n9t | 25,76 | 26,69 | 28,20 | 26,86 | 24,93 | 26,49 1,23124,93 | 28,20

C18:2n6c (2,48 |2,44 |2,57 (2,59 |2,16 (2,45 0,172,16 |2,59

C:18:3n3 (0,76 |0,79 |0,75 [0,67 |0,60 |0,71 0,07{0,60 {0,79

XSFA 69,38 68,49 65,87 | 68,46 | 72,31 | 68,90 2,31/65,87|72,31

XUFA 30,62 (31,51|34,13|31,54|27,69|31,10 2,31|27,69 34,13

YXMUFA |27,3828,28|30,81|28,28|24,93|27,94 2,11/24,93 30,81

YPUFA [3,24 |3,23 (3,32 (3,26 |2,76 |3,16 0,23|2,76 |3,32

Corek otu yagi ilave edilmis siitten herhangi bir kiiltiir ilavesi olmadan kontrol
olarak ftretilen peynirin (CK) olgunlagsma boyunca yag asitleri kompozisyonu Cizelge
4.25’te verilmistir. Bu peynirde en yiiksek %33,8 oraninda palmitik asit sonra %26,4

oraninda oleik asit belirlenmistir. Miristik asit ve stearik asit sirasiyla %11,7 ve %11,8
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oraninda bulunmustur. Kisa zincirli yag asitleri biitirik asit %2,0, kaproik asit %1,7 ve

kaprilik asit %1,0 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.25. Corek otu yag ilave edilmis siitten herhangi bir kiiltiir ilavesi olmadan
Kontrol olarak iiretilen peynirin olgunlasma boyunca yag asitleri kompozisyonu %
degisimi

Kontrol (K)

3 14 30 60 90 Ortalama|#sd |min | max

C4 2,00 (1,93 196 (2,03 |2,14 |2,01 0,0811,93 |2,14
C:6 166 (1,63 |1,68 |1,65 |1,71 |1,67 0,03(1,63 |1,71
C:8 0,99 (0,9 (1,03 0,98 |0,86 |0,96 0,06/0,86 |1,03
C:10 2,49 2,33 (2,45 2,38 |2,35 (2,40 0,07(2,33 |2,49
C:12 2,89 2,85 (2,93 [2,90 |2,84 (2,88 0,04|2,84 |2,93
C:14 11,91|11,46|11,56|11,59|12,17|11,74 0,29(11,46|12,17
C:14:1 0,93 (0,90 (0,97 0,95 |0,00 |0,75 0,42|0,00 |{0,97
Corek | C:15 094 |086 (0,87 0,89 |0,87 (0,88 0,03/0,86 |0,94
S:gl C:16 34,04 |33,70|32,87 (33,14 | 35,40 | 33,83 0,9932,87|35,40
(© |c:16:1 1,77 {067 |1,64 |1,59 |1,79 |1,49 0,47|0,67 |1,79

C:18 11,97]11,94|11,31|11,40|12,39|11,80 0,45(11,31|12,39

C:18:1n9t | 25,13 |27,63| 27,60 | 27,26 | 24,22 | 26,37 1,59 (24,22 27,63

C18:2n6c (2,48 2,39 (2,34 2,50 |2,51 (2,44 0,07(2,34 |2,51

C:18:3n3 (0,83 |0,77 |0,78 |0,74 |0,74 |0,77 0,04/0,74 |0,83

XSFA 68,87 (67,64 66,66 66,97 |70,74|68,17 1,67 66,66 | 70,74

XUFA 31,13|32,36 33,34 |33,03|29,26 | 31,83 1,67]29,26 | 33,34

XMUFA |27,82]29,19|30,22|29,80|26,01|28,61 1,71|26,01 (30,22

YPUFA [3,31 (3,17 (3,12 |3,24 |3,25 |3,22 0,07(3,12 |3,31
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Doymus yag asitleri olgunlasmanin basinda %68,9 iken sonunda %70,7 olarak
belirlenmistir. Doymamis yag asitleri olgunlasma boyunca %31,1°den 9%29,3’¢
gerilemistir. Tekli doymamais yag asitleri baslangicta %27,8 iken 30. giinde 6nemli oranda
artmis (%30,2) ve olgunlasmanin sonunda tekrar %26 oranina diismiistiir. Coklu doymamis

yag asitleri olgunlagma boyunca 6nemli oranda degismemistir.

Kontrol siitii olarak kullanilan linoleik asit ve ¢orek otu yagi ilavesi olmayan siitten
P. freudenreichii subsp. shermanii kullanilarak tiretilen peynirin (KF) olgunlagsma boyunca
yag asitleri kompozisyonu Cizelge 4.26’da verilmistir. Bu peynirlerin palmitik asit orani
olgunlagmanin basinda %31,5’ten olgunlagsma sonunda %40’a yiikselmistir. Oleik asit
miktart ise %27,8 den %30,3 ye yiikselmistir. Miristik asit %11,5-13 arasinda degisirken,
stearik asit oranlar1 %11°den %14,1’e yiikselmistir. Linoleik asit oranlar1 ise ¢ok fazla
degismemekle beraber ortalama %2,5 oraninda belirlenmistir. Kisa zincirli yag asitleri
incelendiginde ise olgunlasma sonunda biitirik, kaproik ve kaprilik asit oranlarmin sifir
oldugu goriilmektedir. Olgunlagmanin 60. giinlinde sirasiyla %2, %1,6 %1 olarak

belirlenen oranlar 90. giinde belirlenememistir,

Doymus yag asitleri olgunlagsma boyunca %65,1°’den %67,1 e yiikselirken doymus
yag asitleri ise ayni1 oranda azalmigtir. Tekli doymamis yag asitleri %31,5 ten %30,2 ye

azalirken, ¢oklu doymamis yag asitleri de %3,35’ten %2,70 e 6nemli oranda azalmistir.
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Cizelge 4.26. Herhangi bir linoleik asit ilavesi olmayan siitten P. freudenreichii subsp.
shermanii kullanilarak iiretilen peynirin olgunlagma boyunca yag asitleri kompozisyonu %
degisimi

P. freudenreichii subsp. shermanii (F)

3 14 30 60 90 Ortalama|#sd |min | max

C4 196 (1,72 |2,24 2,05 [0,00 |1,59 0,91/0,00 |2,24
C6 161 (152 |1,77 (1,63 |0,00 |1,31 0,7410,00 (1,77
C8 1,00 (0,93 |1,05 0,99 |0,00 |0,79 0,4410,00 |1,05
C:10 2,54 2,26 (2,64 [2,35 |0,00 1,96 1,11/0,00 (2,64
C:12 3,08 |2,76 (3,26 2,89 |0,00 |2,40 1,35/0,00 |3,26

C:14 11,49|11,24|12,75|11,44|12,99|11,98 0,82111,24|12,99

C:14:1 |1,51 (0,92 |0,00 0,93 |0,00 |0,67 0,66/0,00 {1,51

C:15 0,94 (0,80 (0,00 |0,84 |0,00 0,52 0,480,00 |0,94

Kontrol

K C:16 31,53|33,55|35,45 (32,23 39,97 | 34,54 3,38 (31,53|39,97

c:16:1  |2,24 (1,73 |0,00 1,70 |0,00 |1,13 1,06 0,00 (2,24

C:18 10,96|11,82|12,58|11,39|14,11|12,17 1,24110,96 | 14,11

C:18n9t |27,79|27,62|25,66 28,56 | 30,22 (27,97 1,65 25,66 | 30,22

C18:2n6c|2,53 (2,40 2,61 |2,26 (2,70 |2,50 0,1712,26 |2,70

C:18:3n3 0,82 (0,75 |0,00 (0,73 |0,00 |0,46 0,4210,00 {0,82

XSFA 65,10|66,59|71,73 |65,81|67,07 67,26 2,61|65,10|71,73

XUFA 34,90 |33,41|28,27 |34,19|32,93| 32,74 2,61(28,27|34,90

XMUFA |31,55|30,26 25,66 |31,19|30,22|29,78 2,37 25,66 (31,55

YPUFA [3,35 |3,15 (2,61 |3,00 |2,70 |2,96 0,3112,61 |3,35

Kontrol siitii olarak kullanilan linoleik asit ve ¢orek otu yagi ilavesi olmayan siitten
P. thoenii kullanilarak iiretilen peynirin (KT) olgunlasma boyunca yag asitleri
kompozisyonu Cizelge 4.27°de verilmistir. Palmitik asit oram1 olgunlasma boyunca

ortalama %32,6 olurken oleik asit oran1 da %28,2 olarak belirlenmistir. Miristik asit ve
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stearik asit oranlar1 ise %11,7 ve %11,5 olarak hesaplanmistir. Kisa zincirli yag asitleri

biitirik asit %2,1, kaproik asit %1,7 ve kaprilik asit %1,0 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.27. Herhangi bir linoleik asit ilavesi olmayan siitten P. thoenii kullanilarak
iiretilen peynirin olgunlagsma boyunca yag asitleri kompozisyonu % degisimi

P. thoenii (T)

3 14 30 60 90 Ortalama|+sd | min | max

C4 1,92 1,95 |2,06 [2,02 |2,32 |2,05 0,161,992 |2,32
C:6 160 [164 |1,67 1,63 |1,80 |1,67 0,08/1,60 |1,80
C:8 1,00 {0,99 |1,02 [0,99 | - 1,00 0,01/0,99 |1,02
C:10 250 (2,39 (2,45 |2,38 |2,59 |2,46 0,09/2,38 |2,59
C:12 3,05 [2,88 (2,93 |2,91 (3,08 |2,97 0,09/2,88 |3,08
C:14 11,47111,19|11,45(11,43|12,93 (11,69 0,70111,19|12,93
C:14:1 1,48 (0,92 |0,99 0,95 |0,00 |0,87 0,54/0,00 |1,48
C:15 0,95 (0,82 (0,84 (0,85 |0,00 |0,69 0,39/0,00 |{0,95
Kontrol
K) C:16 31,87|31,25|31,51|31,97 | 36,40 | 32,60 2,14131,25|36,40
C:16:1 1,81 158 |1,74 |1,74 |0,00 |1,38 0,77/0,00 1,81
C:18 11,11/11,60|10,90(11,19{12,89|11,54 0,80/10,90|12,89

C:18:1n9t | 28,00 | 29,01 | 29,28 | 28,85 | 25,64 | 28,16 1,48 25,64 (29,28

C18:2n6c (2,40 (2,82 (2,37 2,35 |2,35 (2,45 0,20(2,35 |2,82

C:18:3n3 (0,83 |0,97 |0,79 |0,75 |0,00 (0,67 0,38/0,00 |0,97

XSFA 65,47 |64,71|64,82|65,37|72,01| 66,48 3,11|64,71|72,01

XUFA 34,53 135,29|35,18 | 34,63 | 27,99 | 33,52 3,11|27,99 35,29

XMUFA |31,30]31,51|32,02 31,54 |25,64|30,40 2,67|25,64|32,02

YPUFA |3,23 (3,78 |3,16 |3,09 (2,35 |3,12 0,51(2,35 |3,78
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Kontrol siitii olarak kullanilan linoleik asit ve ¢orek otu yagi ilavesi olmayan siitten
P. freudenreichii subsp. shermanii ve P. thoenii kullanilarak iiretilen peynirin (KFT)
olgunlagsma boyunca yag asitleri kompozisyonu Cizelge 4.28’de gosterilmistir. Palmitik
asit %32,9 oleik asit %27,7 ile en yiiksek oranda bulunan yag asitleridir. Miristik asit ve
stearik asit sirastyla %11,7 ve 11,8 oranlarinda bulunmustur. Kisa zincirli yag asitleri
incelendiginde biitirik asit %2,1, kaproik asit %1,7 ve kaprilik asit %1,0 seklinde
belirlenmistir. Linoleik asit miktar1 olgunlasma basinda %?2,5 iken olgunlagsma sonunda

%?2,7 ye yiikselmis ve olgunlagsma boyunca ortalama %?2,6 oraninda olmustur.

Olgunlasma boyunca bu peynirin doymus yag orant %67,1 ile %68,5 arasinda
degismekle ortalama %67,05 olarak hesaplanmistir. Doymamis yag asitleri %32,9 olarak
belirlenmis ve %29,7 oraninda tekli doymamis yag asitleri iken %3,3’1i ¢oklu doymamis
yag asitleri olarak belirlenmistir. Olgunlagsma boyunca ¢oklu doymamis yag asitleri
oranlar1 %3 iin iizerindeyken olgunlasma sonunda 6nemli biz azalma gozlenmis ve %2,74

oraninda belirlenmistir.
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Cizelge 4.28. Herhangi bir linoleik asit ilavesi olmayan siitten P. freudenreichii subsp.
shermanii ve P. thoenii kullanilarak iiretilen peynirin olgunlasma boyunca yag asitleri
kompozisyonu % degisimi

P. freudenreichii subsp. shermanii + P. thoenii (FT)

3 14 30 60 90 Ortalama|+sd | min | max

C:4 1,88 (2,03 |195 2,11 |2,31 |2,05 0,17/1,88 |2,31
C:6 162 165 |1,61 [1,70 |1,77 |1,67 0,071,611 |1,77
C:8 1,00 (1,01 |1,00 [1,02 1,01 0,01/1,00 |1,02
C:10 2,46 251 |245 |2,40 (2,40 |2,44 0,05/2,40 |2,51
C:12 3,05 [3,11 2,98 {290 |2,82 |2,97 0,12/2,82 |3,11
C:14 11,73(12,05|11,48|11,33|11,98 11,71 0,31/11,33|12,05
C:14:1 0,99 (0,94 (0,99 (0,92 |0,00 |0,77 0,43/0,00 |0,99
C:15 0,89 |0,91 (0,83 |0,80 (0,00 |0,68 0,39/0,00 {0,91
Kontrol
K) C:16 32,80 |33,43|31,94|32,01|34,19 32,87 0,96 31,94 34,19
C:16:1 169 [0,84 |168 |1,67 |0,00 |1,18 0,75/0,00 |1,69
C:18 11,66(11,97|11,20|11,23|13,07 | 11,83 0,76|11,20|13,07

C:18:1n9t | 26,86 | 26,09 | 28,45 | 28,58 | 28,72 | 27,74 1,19/26,09 | 28,72

C18:2n6c (2,51 |2,59 (2,58 2,50 |2,74 |2,58 0,1012,50 [2,74

C:18:3n3 (0,87 |0,87 |0,86 0,84 |0,00 (0,69 0,38|0,00 |0,87

XSFA 67,08 68,69 |65,43|65,49|68,54|67,05 1,58 65,43 (68,69

XUFA 32,92131,31|34,57 34,51 31,46 32,95 1,58 31,31 34,57

XMUFA |29,5427,86|31,13|31,17|28,72|29,68 1,47|27,86 31,17

YPUFA |3,38 |3,45 |3,44 [3,34 (2,74 (3,27 0,30|2,74 |3,45
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Kontrol siitii olarak kullanilan linoleik asit ve ¢orek otu yagi ilavesi olmayan siitten
herhangi bir kiiltiir ilavesi olmadan Kontrol olarak iiretilen peynirin (KK) olgunlagma
boyunca yag asitleri kompozisyonu Cizelge 4.29’da verilmistir. Bu peynirde bulunan
major yag asitleri diger tiim peynirlerde oldugu gibi %32,7 ile palmitik asit ve %29.4 ile
oleik asit olarak belirlenmistir. Miristik asit ve stearik asit %11,6 oraniyla ikinci en yiiksek
orana sahip yag asidi grubudur. Bu calisma i¢in dnem arz eden linoleik asit miktari ise
ortalama herhangi bir ilave olmamasina ragmen %2,1 olarak belirlenmistir. Kisa zincirli
yag asitleri incelendiginde biitirik, kaproik ve kaprilik asit oranlariyla sirasiyla %2,1; %1,5

ve %0,8 olarak belirlenmistir.

Olgunlasma boyunca tekli doymamis yag asitleri oranlarinda 6nemli bir degisim
gozlemlenmezken coklu doymamis yag asitleri olgunlagsma basinda %3,5 olan orani
olgunlagma sonunda sifirlanmistir. Doymus yag asitleri oranlar1 ise olgunlagma basinda

%065,4’ten olgunlagma sonunda %68,8 oranina yiikselmistir.
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Cizelge 4.29. Herhangi bir linoleik asit ilavesi olmayan siitten herhangi bir kiiltiir ilavesi
olmadan Kontrol olarak {iretilen peynirin olgunlagsma boyunca yag asitleri kompozisyonu
% degisimi

Kontrol (K)

3 14 30 60 90 Ortalama|+sd | min | max

C4 2,00 |2,04 2,20 | 0,00 |2,31 (2,14 0,14(2,00 |2,31
C:6 1,65 |1,65 |1,81 |0,64 |1,77 |1)51 0,49/0,64 1,81
C:8 1,01 |1,00 |1,08 |0,92 |0,00 |0,80 0,45/0,00 |1,08
C:10 2,45 2,33 |2,46 (2,44 |2,40 |2,42 0,05(2,33 |2,46
C:12 2,99 2,95 (2,90 [3,06 |2,82 |2,94 0,09|2,82 |3,06

C:14 11,31}11,55|11,15/11,92|11,98|11,58 0,36 11,15|11,98

C:14:1 1,00 |0,97 |0,96 |0,96 |0,00 |0,78 0,4410,00 |1,00

C:15 0,84 |0,84 (0,76 |0,81 |0,00 (0,65 0,37(0,00 |{0,84

Kontrol

) C:16 31,88|32,67|31,54|33,28|34,19|32,71 1,07|31,54 34,19

C:16:1 1,67 |0,67 |1,66 |1,70 |0,00 |1,14 0,77/0,00 1,70

C:18 11,25|11,56|10,63 11,58 | 13,07 | 11,62 0,90(10,63|13,07

C:18:1n%t| 28,48 | 28,37 | 29,22 | 29,26 | 31,46 | 29,36 1,24 128,37 31,46

C18:2n6c (2,59 |2,54 (2,76 |2,60 |0,00 (2,10 1,18|0,00 |2,76

C:18:3n3 |0,86 (0,87 (0,88 |0,83 |0,00 |0,69 0,38|0,00 |0,88

YSFA 65,39 | 66,58 | 64,52 | 64,65 | 68,54 | 65,94 1,67 64,52 68,54

YUFA 34,61 |33,42|35,48 |35,35|31,46 | 34,06 1,67|31,46 35,48

*MUFA |31,16|30,01|31,84 (31,92 31,46 |31,28 0,77]30,01 31,92

YPUFA |3,45 (3,41 |3,64 |3,43 (0,00 |2,79 1,56|0,00 |3,64

Yukarida Cizelge 4.18-29° de verilen veriler her bir peynir 6rneginin olgunlasma
periyotlarinda yag asitleri kompozisyonunu ayri1 ayri gostermektedir. Ornekleri karsilikli
karsilagtirmalarini yapabilmek i¢in ortalama yag asitleri alinip karsilastirma tablosu yapilip

sonuglari Cizelge 4.30’da verilmistir.
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Cizelge 4.30. Peynir 6rneklerine ait ortalama yag asitleri kompozisyonu (%)

Yag

Asitleri Linoleik Asit (L) Corek otu yagi (C) Kontrol (K)

Kiiltiir F T F+T K F T F+T K F T F+T K
C:4 2,14 2,09 2,19 2,03 2,04 2,00 2,14 2,01 1,59 2,05 2,05 2,14
C:6 1,56 1,67 1,76 1,65 1,63 1,65 1,58 1,64 1,31 1,67 1,67 1,51
C:8 1,17 0,74 1,05 1,03 0,95 0,96 1,00 0,96 0,79 1,00 1,01 0,80
C:10 2,23 2,39 2,45 2,36 2,34 2,31 2,31 2,40 1,96 2,46 2,44 2,42
C:12 2,73 2,89 2,90 2,87 2,84 2,79 2,81 2,88 2,40 2,97 2,97 2,94
C:14 11,45 11,55 11,36 11,36 11,50 11,41 11,63 11,74 11,98 11,69 11,71 11,58
C:14:1 |0,56 0,53 0,72 0,86 0,70 0,69 0,67 0,75 0,67 0,87 0,77 0,78
C:15 0,48 0,48 0,64 0,68 0,65 0,63 0,61 0,88 0,52 0,69 0,68 0,65
C:16 32,53 32,65 33,47 33,46 33,95 33,82 34,70 33,63 34,54 32,60 32,87 32,71
C:16:1 |0,66 0,63 1,18 1,38 0,97 1,07 0,77 1,49 1,13 1,38 1,18 1,14
C:18 12,00 12,31 11,44 11,47 12,11 11,91 12,12 11,80 12,17 11,54 11,83 11,62
C:18:1 |28,71ab |28,45ab |27,38ab |27,45ab |26,94ab |27,30ab |26,49b |26,37b |27,97ab |28,16ab |27,74ab |29,36a
C18:2 |3,06 2,92 2,79 2,67 2,61 2,65 2,55 2,64 2,50 2,45 2,58 2,10
C:18:3 |0,73 0,71 0,69 0,76 0,81 0,78 0,79 0,77 0,46 0,67 0,69 0,69
XSFA 66,28 66,77 67,25 66,89 68,01 67,49 68,90 67,98 67,26 66,48 67,05 65,94
YUFA (33,72 33,23 32,75 33,11 31,99 32,35 31,10 32,02 32,74 33,52 32,95 34,06
YMUFA | 29,93 29,60 29,27 29,68 28,61 29,06 27,94 28,61 29,78 30,40 29,68 31,28
YPUFA (3,79 3,64 3,47 3,43 3,38 3,28 3,16 3,41 2,96 3,12 3,27 2,79

a,b (—)ayni satirda ornekler arasindaki farki gostermektedir (p<0.05).

F: P. freudenreichii subsp. shermanii, T: P. thoenii, F+T: P. freudenreichii subsp. shermanii+ P. thoenii, K: Kontrol-kiiltiir ilavesi yok
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Peynir 6rneklerinin hepsinde palmitik asit (C16) en yiiksek oranda bulunmustur.
(Corek otu yagi ilaveli siitten her iki kiiltiiriin beraber kullanilmasiyla tiretilen peynir (CFT)
ornegi %34,7 oraniyla en yiiksek, linoleik asit ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp.
shermanii ile yapilan peynir (LF) ise %32,5 oraniyla en diisiik palmitik asit degerlerine
sahiptirler. Linoleik asit ve ¢orek otu yagi ilave edilmis siitlerden her iki kiiltiiriin beraber
kullanilarak iiretildigi peynirler (LFT ve CFT) digerlerinden daha yiiksek palmitik asit
oranina sahiptir. Diger uzun zincirli yag asitlerinin aksine palmitik asidin de kisa ve orta
zincirli yag asitleri gibi peynirde gerceklesen lipoliz seviyesini belirlemeye yardimei
olabilecegi ve oksidasyon kaynakli kotii tat ve koku gibi problemlere neden olabilecegi

bildirilmistir (Guler ve Uraz, 2003).

Palmitik asitten sonra en yiiksek oranda bulunan yag asidi oleik asittir. Oleik asit
(C18:1) oraninin en yiiksek oldugu peynir kontrol siitiinden herhangi bir kiiltiir ilavesi
olmayan peynirken (KK) (%29,4), en diisiik oldugu peynir ¢orek otu yagi ilaveli siitten
herhangi kiiltiir ilavesi olamadan iiretilen peynirdir (CK) (%26,4). Hayaloglu ve Karabulut
(2013) iglerinde Mihali¢ peynirinin de bulundugu 11 farkli Tiirk peynirinin yag asitlerini
inceledikleri ¢alismada baskin yag asitlerini palmitik ve oleik asit olarak bildirmistirler.
Tiirk peynirlerinin yag asitleri ve kolesterol seviyelerini inceleyen baska bir calismada da
tlim peynir ¢esitlerinde en baskin yag asitleri palmitik ve oleik asit olarak bulunmustur. Bu
calismada Mihali¢ peynirinde %29,5 oraninda palmitik asit ve %22,7 oraninda oleik asit
belirlenmistir (Donmez vd., 2005).

Orta zincirli yag asitlerinden olan miristik asit (C14) palmitik ve oleik asitten sonra
peynirlerde en ¢ok bulunan yag asididir. Peynirlerde miristik yag asitleri oran1 %11,4 ile
12 arasinda degismektedir. En yiiksek miristik asit orani kontrol siitiinden P. freudenreichii
subsp. shermanii ile yapilan peynirde (KF) belirlenirken en diisiik oran linoleik asit ilave
edilen siitten her iki kiiltiiriin beraber kullanilmasiyla yapilan peynire (LFT) aittir. Tim
peynirlerin miristik asit seviyeleri birbirine ¢ok yakin ve aralarinda anlamli bir fark
belirlenememistir (p>0,05). Ozer (2015) farkli starter kiiltiiler ile iirettigi Mihalig
peynirlerinde miristik asit oranlarint %10,98-12,91 arasinda belirlemistir. Bizim
calisgmamizda belirlenen degerler ile paralel sonuglar bulmuslardir. Miristik asit diger orta
zincirli yag asitleri arasinda bu arastirma kapsamindaki biitiin peynirlerde en yiiksek orana

sahip orta zincirli yag asididir.
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Orta zincirli yag asitlerinden kaprik asit (C10) ve laurik asit(C12) tiim peynirlerde
sirastyla %1,96-2,46 ve %2,4-2,97 aralifinda degismektedir. Kontrol siitiinden yapilan
peynirler (P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan hari¢) (KT, KFT ve KK) en yiiksek
kaprik ve laurik asit oranlarina sahiptir. En diisiik oranlar ise yine ayni siitten P.
freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynir (KF) 6rnegindedir. Olgunlagsma boyunca
ornekler arasi farklilik 6nemli bulunmamistir (p>0,05). .Mihali¢ peyniri ile yapilan diger
calismalarda kaprik asit ve laurik asit oranlari benzer bulunmustur (Hayaloglu ve

Karabulut, 2013)

Uzun zincirli yag asitlerinden stearik asit (C18) miristik asitle benzer oranlarda
peynirlerde bulunmaktadir. Biitiin peynirlerdeki stearik asit oranlar1 %11,4-12,3 arasinda
degismektedir. En yiiksek stearik asit oran1 linoleik asit ilave edilmis siitten P. thoenii ile
yapilan peynir (LT) 6rneginde belirlenmistir. En diisiik oran ise yine ayni siitten her iki
kiiltlirin beraber kullanimiyla tiretilen peynir (LFT) 6rnegine aittir. Kontrol olarak yapilan
kiiltiirstiz peynirler ile karsilastirma yapildiginda kullanilan her siit c¢esidinde de P.
freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynirler daha yiiksek stearik asit oranina
sahiptir. PAB ilave edilerek {iretilen Emmental peynirleri inceleyen bir g¢alismada
PAB’larin peynirde gergeklesen lipolitik aktiviteden birincil sorumlu olduklarin1 ve LAB
ile aralarindaki interaksiyonun da lipolizi etkiledigi belirtilmistir. Lipolitik aktivitesi
yliksek olan suglarla yapilan Emmental peynirlerinde uzun zincirli yag asitleri miktarinin
daha fazla oldugu goriilmiistiir (Chamba ve Perreard, 2002). Farkli starter kiiltiirler ile
tiretilen Mihali¢ peynirlerinin yag asitlerini inceleyen bir ¢alismada ise kiiltiir kullanimi
stearik asit oraninin azalmasina neden olmustur. Bizim g¢alismamizin aksine kontrol
grubunda %11,3 olarak belirlenen stearik asit oranlar starter kiiltiir kullanilan ve farkli
haslama sicakliklar1 uygulanan peynirlerde %9°a kadar diismiistiir (Ozer ve Kesenkas,
2019). Kullanilan starter kiiltiiriiniin ¢esidi ve uygulanan proses parametreleri 6zellikle 1s1l

islem uygulamalari yag asidi kompozisyonunu etkilemektedir.

Tekli doymamis yag asitlerinden miritoleik asit (C14:1) ve palmitoleik asit (C16:1)
ile doymus yag asidi pentadekonoik asit (C15:0) tiim peynir drneklerinde miktar1 en az
bulunan yag asitleridir. Miritoleik asit oranlar1 %0,53-0,87 arasinda, palmitoleik asit
oranlart %0,63-1,49 arasinda degisirken pentadekonoik asit ise %0,48-0,88 araliginda

belirlenmistir.
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Coklu doymamig yag asitlerinden linoleik asit (C18:2) KLA iiretim
metabolizmasinda substrat olarak kullanildigi i¢in bu ¢aligmada 6nem arz etmektedir.
Peynir yapimai i¢in kullanilacak siitler bu nedenle saf linoleik asit ve linoleik asit¢e zengin
corek otu yagi ilavesi yapilmistir. Fakat linoleik asidin inhibe edici etkisi Bolim 4.4’te
degerlendirilmis ve toksik etki gdstermeyecek seviyede linoleik asit ilavesi yapilmistir.
Istatiksel olarak peynir érneklerinin linoleik asit oranlari arasinda anlamli bir fark olmasa
da en yiiksek linoleik asit orant %3,1 ile saf linoleik asit ilave edilmis siitten P.
freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynire (LF) aittir. En diisiik linoleik asit orani
ise herhangi bir linoleik asit ilavesi olmayan kontrol siitiinden yapilan peynirlerde
goriilmiistiir. En digiik oran ise %2,1 ile kontrol siitiinden yapilan kiiltiir ilavesiz peynire
(KK) aittir. Mihali¢ peynirlerinin linoleik asit oranlarini inceleyen diger ¢caligmalarda %1-
3 araliginda linoleik asit oldugu bildirilmistir (Donmez vd., 2005; Hayaloglu ve Karabulut,
2013; Ozer ve Kesenkas, 2019). Kullanilan siitiin tiirii, hayvan beslenmesi ve peynir iiretim
prosesi bu farkliliklara neden olabilmektedir. Olgunlasma zamaninin linoleik asit
miktarinda énemli bir etkisi belirlenememistir (p>0,05). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
da olgunlasma boyunca peynirlerde linoleik asit miktarinin sabit kaldigi bildirilmistir

(Buccioni vd., 2010; Zlatanos, Laskaridis, Feist ve Sagredos, 2002).

Bir diger ¢oklu doymamis yag asidi linolenik asit (C18:3) %1 ’in altinda olmakla
beraber biitiin peynir 6rneklerinde belirlenmistir. En yiiksek linolenik asit orant %0,81 ile
¢orek otu yag ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynire
(CF) aittir. Peynirlerin linolenik asit igerikleri arasinda 6nemli bir fark belirlenememistir

(p>0,05).

Peynirlerin genel olarak doymus yag asitleri miktar1 degerlendirildiginde %65,9 ile
%68,9 arasinda degistigi goriilmektedir. En yiiksek doymus yaga oranmi ¢orek otu yagi
ilaveli her iki kiiltiirlin beraber kullanildig1 peynirdir (CFT). En diisiik oran ise ayni siitten
kiiltiir ilavesi yapilmadan iiretilen peynirdir (CK). Peynirlerin doymus yag oranlari
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark olmasa da ¢orek otu yagi ilave edilen siitten
yapilan peynirlerin (P. thoenii ile yapilan hari¢) digerlerine gore az miktarda daha fazla

doymus yag asidi i¢erdigi goriilmektedir.

oo

Doymamis yag asitleri incelendiginde %31,1-34,1 aralifinda degistigi
goriilmektedir. Kontrol siitiinden yapilan kiiltiir ilavesiz peynirin (KK) en yiiksek oranda

doymamis yag asitlerine sahip oldugu goriiliirken tekli ve ¢oklu doymamis yag asitleri
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dikkate alindiginda bu peynirin en diisiik oranda ¢oklu doymamis yag asidine sahip oldugu
belirlenmistir. Ozellikle linoleik asit ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii
ile yapilan peynir (LF) %3,79 ¢oklu doymamis yag asit oraniyla en yiiksek seviyeye
sahiptir. Aym kiiltiir ile ¢6rek otu yagi ilave edilmis siitten yapilan peynirde (CF) bu oran
%3,28 dir. Linoleik asit ilavesi ¢oklu doymamis yag asit miktarint olumlu yonde
etkilemistir. P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynirler kontrol siitii haricinde
diger kiiltiir ilavelerine gore daha yiiksek oranda coklu doymamis yag asidine sahip
olmustur. Biitiin bu bilgilerin 1s181nda siite linoleik asit ilavesinin ¢oklu doymamis yag

asitlerini arttirmada etkisi oldugu goriilmustiir.

Peynire farkli laktik asit bakterilerinin ilave edilmesiyle hazirlanan peynirleri
inceleyen bir calismada yag asitleri degisimi incelendiginde olgunlagsma zamaninin yag
asitleri icerigini degistirmedigini fakat kullanilan kiiltiir tipine gore doymus yag asitlerinde
azalma, doymamis yag asitlerinde artma gozlemlendigi raporlanmistir (Renes vd., 2019).
Bizim ¢alismamizda da olgunlasma boyunca yag asitleri kompozisyonu anlami oranda
degismemis fakat coklu doymamis yag asitleri uygulanan linoleik asit ve kiiltiir tiiriine gore

artis gostermistir.

4.10.8. Konjuge Linoleik Asit Kompozisyonu

Insan saghg acisindan KLA iceren gidalarin tiiketimi ¢ok dnemlidir. KLA dogal
olarak hayvansal gidalarda ve oOzellikle siit ve siit iirlinlerinde bulunmaktadir. Siit
tirlinlerinde KLA miktar1 2-37mg/g yag olarak degismektedir (Bauman vd., 1999). Farkli
stitler ile tiretilen Tirk peynirlerinde bu oranlar 4,4-10,4 mg/g yag arasinda degismektedir
(Donmez vd., 2005) Bu miktarlar ¢evresel ve fiziksel faktorlere gore degismekle birlikte
KLA’nin bahsi gegen saglik etkilerinden fayda saglayacak oranlarda degildir. Saglikli 70
kg olan bir bireyin saglk {izerinde olumlu etkilerini gorebilmek i¢in giinde 3g KLA
tiiketimi tavsiye edilmektedir (Ip vd., 1994). Bu ¢alismanin amaci olan yliksek KLA iceren
peynir {iretimi bu nedenlerle ortaya ¢cikmistir. Bu ¢calisma kapsaminda iiretilen peynirlerin
KLA analizi Bolim 3.5.9’da belirtildigi gibi yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.31°de

gosterilmistir.

Peynirlerin KLA oranlart olgunlasma sonunda 3,93-6,28 mg/g yag arasinda
degismektedir. En yiiksek KLA miktar1 linoleik asit ilave edilmis siitten her iki kiiltiirtin

beraber kullanimiyla iiretilen peynir 6rnegine (LFT) aittir. Olgunlagmanin peynirlerin KLA
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miktar1 ilizerinde anlamli bir etkisi olmamigtir (p>0,05). Fakat kullanilan linoleik asit
kaynag1 ve kiltiir tiri KLA oranmi anlamli seviyede etkilemistir (p<0,05). Varyans

analizlerinin sonucu Cizelge 4.31 ve Sekil 4,11°de gosterilmistir.

Linoleik asit ilave edilmis siitten yapilan peynirler incelendiginde olgunlasmanin
basinda biitiin peynirlerdeki KLLA orani anlamli olarak birbirinden farkli degildir. Fakat
olgunlagsmanin 14. giinii sonras1 herhangi kiiltiir ilavesi olmayan peynirdeki (LK) KLA
miktar1 digerlerinden 6nemli derecede diisiiktiir (p>0,05). Buradan ilave edilen kiiltiirlerin
KLA iiretimini olumlu etkiledigi sonucuna varilmaktadir. Kiiltiirler aras1 farka
bakildiginda P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynirin (LF) ve her iki
kiiltliriin beraber kullanildig1 peynirin (LFT) KLA miktarlart biitiin olgunlasma boyunca
ayni grupta yer alirken P. thoenii ile yapilan peynirin (LT) KLA orani 30. giin haricinde
istatiksel olarak anlamli derecede digerlerinden ayrilmaktadir(p<0,05). Linoleik asit
varliginda P. freudenreichii subsp. shermanii’nin KLA diretimi P. thoenii’den daha
fazladir. iki kiiltiiriin beraber kullamimu ile P. freudenreichii subsp. shermanii tek basina

kullanim1 arasinda KL A {iretimi i¢in anlamli bir fark bulunamamuistir (p>0,05).

Cizelge 4.31. Mihali¢ peynirlerinin olgunlagma siiresince toplam KLA miktarlarinin
(mg/g) degisimi

LA kaynagi: Linoleik Asit (L)
P freudenreichii P. freudenreichii
e e e ' " P. thoenii subsp. shermanii Kontrol
Kiiltiir tiirii | subsp. shermanii T +P. thoenii (K)
®) (FT)
3. Giin |5,65+0,19 Ab 5,55+0,29 A a 5,68+0,16 Ab 5,23+0,19 Aa
c 14. Giin | 5,98+0,13 AB ab 5,75+0,07 B a 6,13+0,15 A a 5,21+0,05Cca
©
% 30. Giin | 6,09+0,14 Aa 5,72+0,20 ABa |6,15+0,17 Aa 5,30+0,19B a
N
60. Giin |6,27+0,12 Aa 5,67+0,37BCa |6,23+0,12 ABa 5,31+0,16 Ca
90. Giin | 6,24+0,05 Aa 5,69+0,15Ba 6,28+0,21 Aa 5,33+0,22 Ba
LA kaynagi: Corek Otu Yag (C)
P freudenreichii P. freudenreichii
e e ' " P. thoenii subsp. shermanii Kontrol
Kiiltiir tiirii | subsp. shermanii T +P. thoenii (K)
F) (FT)
3.Giin | 50540,07 ABa 4,85+0,16 Ba  |5,21+0,17 Aa 4,95+0,07 ABa
S | 14. Giin
g 5,18+0,09 Aa 5,08+0,03Ba 5,35+0,07 Aa 5,02+0,07 Ba
© .
N |30.Giin | 515.020 Aa 5,14+0,22 Aa  |5,30+0,17 Aa 5,13+0,19 Aa
60.Giin | 554016 Aa 5,07+0,12 Aa  |5,33+0,17 Aa 5,04+0,10 Aa
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90.Gin | 5 97:024 Aa 5,09+0,17 Aa 5,34+0,14 A a 5,06+0,06 Aa
LA kaynag:: Kontrol (K)
P_freudenreichii P. freudenreichii

e e e ' " P. thoenii subsp. shermanii Kontrol

Kiiltiir tiirii | subsp. shermanii M +P. thoenii (K)

(F) (FT)
3.Gin |4 75:010 Aa 4,38+0,10Ba |4,73+0,16 Aa 4,03+0,11Ca
o | 14-Gln |4 744007 Aa 4,40+0,19Ba |4,90£0,12 Aa 4,04+0,05 Ca
©

E, 30. Giin | 4 96+0,12 Aa 4,42+024Ba  |4,93+0,23 Aa 4,07+0,03 B a
60.Giin | 4 944011 Aa 4,54+0,17Ba |5,06£0,18 Aa 4,05+0,09 Ca
90.Giin | 4921017 Aa 456+0,26 Aa  |5,03:0,23 Aa 3,93+0,10 Ba

A,B,C (—)ayn giinde kiiltiirler aras1 istatistiksel farki gostermektedir (p<0,05)
a,b,c, (]) aym kiiltiirde olgunlagma siirecindeki farki gostermektedir (p<0,05).

Corek otu yagr yiiksek linoleik asit icermesi nedeniyle bu ¢alismada konjuge
linoleik asit iiretimi icin alternatif linoleik asit kaynagi olarak kullanilmis ve siite ilave
edilmistir. Corek otu yagi igerdigi yag asitlerinin yaninda 6nemli fenolik bilesenlere de
sahiptir. Corek otu yagi ilave edilmis siitten yapilan peynirler incelendiginde, olgunlasma
periyotlar1 arasinda KLA oranlarinda anlaml bir fark belirlenemezken (p>0,05) linoleik
asit ilave edilmis siitten yapilan peynirlerden anlamli derecede farkli oldugu goriilmiistiir
(p<0,05) Olgunlagsma sonunda en yiliksek KLA miktar1 5,34 mg/g ile iki kiiltiiriin beraber
kullanildig1 peynire (CFT) aittir. Olgunlasma baginda linoleik asit ilaveli peynirlerde
oldugu gibi iki kiiltiiriin beraber kullanildig1 peynir (CFT) en yiliksek KLA miktarina (5,21
mg/g) sahiptir. P. thoenii ile bu siitten yapilan peynir (CT), linoleik asit ilaveli siitten
yapilanin (LT) aksine olgunlagsma boyunca hep daha diisik KLA igermistir. Peynirlerin
toplam PAB sayist incelendiginde bu peynirin digerlerinden daha diisiik toplam PAB
sayisina sahip oldugu goriilmiistiir. Buradan ¢orek otu yaginda bulunan diger yag asitleri

ve fenolik bilesenlerin P. thoenii kiiltiiriinii olumsuz etkiledigi sonucuna varilabilir.

Olgunlagmanin 30. giiniinden sonra farkli kiiltiir ilave edilen peynirlerin hepsi
kontrol peyniri (CK) ile ayn1 grupta yer almis ve anlamli bir farklilik gostermemistir. P.
freudenreichii subsp. shermanii kiiltiirii de olgunlasma ilerledik¢e ¢érek otu yagindan
etkilenmis ve KLA iiretimi linoleik asit igeren siitten daha az olmustur. Kontrol grubu
olarak iiretilen kiiltlirsiiz peynir (CK) de digerleriyle ayn1 miktarda KLA {retebilmistir
(5,06 mg/g). Corekotunun yiiksek fenolik igerigi mikrobiyotada bulunan refakatci

mikroorganizmalart etkileyerek KLA {iretimini etkilemis olabilecegi diisiiniilmektedir.

147



Siite yapilan ¢orek otu yagi ilavesi saf linoleik asit ilavesi kadar KLA iiretimine katki

saglamamastir.

Siite herhangi bir linoleik asit ilavesi olmadan yapilan peynirlerde KLA miktar1
olgunlagsma sonunda 3,93-5,03 mg/g arasinda degismektedir. Bu degerler linoleik asit ve
corek otu yagi ilave edilmis siitten hazirlanan peynirlerin degerlerinden daha diisiiktiir.
Acikca gorlilmektedir ki KLA iiretimi i¢in linoleik asit ilavesi gerekmektedir. Olgunlagma
stiresi bu siitle yapilmis peynirlerin KLA oranlarina anlamli bir etki gdstermemistir
(p<0,05). Kiiltiirler aras1 farka bakildiginda olgunlasma basinda P. freudenreichii subsp.
shermanii (KF) ve iki kiiltiiriin beraber kullanildigi (KFT) peynirlerin KLA miktar1 ayn1
grupta yer almistir. P. thoenii ile yapilan peynir (KT) onlardan daha diisiik ve hig¢ kiiltiir
ilave edilmeyen 6rnek (KK) ise en diigiikk miktarda KILLA’ya sahiptir. Olgunlagma sonunda
ise P.thoenii ile yapilan peynirin (KT) KLA igerigi de P. freudenreichii subsp. shermanii
ve iki kiiltiiriin beraber kullanildig1 peynirlerdeki ile ayni grupta yer almistir. Siitte herhangi

bir linoleik asit ilavesi olmadig: i¢in kiiltiirler benzer oranlarda KLA iiretebilmistir.

Siite ilave edilen linoleik asit KLA {iretimini kesinlikle arttirmaktadir. Alternatif
linoleik asit kaynagi olan ¢orek otu yagi i¢eriginde bulunan fenolik maddeler nedeniyle saf
linoleik asit kadar KL A iiretimini desteklemese de kontrol siitiine gére daha fazla KLA
tiretimine neden olmustur. Arttirilmis KLA tiretimi igin siite yapilacak linoleik asit ilavesi
elzemdir. Kiiltiirler arasi farki gézlemlemek igin kiiltiirlerin hangi siitte ne kadar KLA

iretebildigi Sekil 4.11°de gosterilmistir.

Olgunlagma boyunca P. freudenreichii subsp. shermanii en ¢ok saf linoleik asit
ilave edilen siitten yapilan peynirde (LF) KLA iiretebilmistir. Olgunlagsmanin basinda ve
sonunda ¢orek otu yagi ilaveli (CF) ve kontrol siitiinden yapilan (KF) peynirlerin KLA
miktarlar1 ayni grupta yer alip linoleik asit ilaveli peynirin (LF) KLA miktarindan anlaml
olarak farklilik gostermislerdir (p<0,05). Olgunlasmanin sadece 14. giiniinde kontrol
stitiinden yapilan peynirin (KF) KLA orani ¢orek otu yagi ilave edilmis siitten anlamli

oranda daha disiiktiir (p<0,05).

P. thoenii ile yapilan peynirlerde de olgunlasma boyunca en yiiksek KLA miktar1
saf linoleik asit ilave edilen siitten yapilan peynirde (LT) gézlemlenmistir. Linoleik asit
ilavesi yapilmayan kontrol siitiinden yapilan peynirler (KT) ise olgunlasma boyunca hep

en diisiik KLA igerigine sahiptir. Olgunlasmanin 60. giinii disinda, ¢corek otu yagr ilaveli
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stitten yapilan peynirin (CT) KLA miktar1 kontrolden yliksek fakat linoleik asit ilaveli
peynirden diisiik olmustur.

Kiiltiirler beraber kullanildiginda en yiiksek KLLA oranlarina ulagilmistir. Yine en
yiiksek degerler saf linoleik asit ilave edilmis siitten iiretilen peynirlerde goézlenmistir. P.
freudenreichii subsp. shermanii tek basina veya beraber kullanildiginda en yiiksek KLA
iiretimini gerceklestirmektedir. Corek otu yagi igeren siitte her iki kiiltlir olgunlagmanin
3.ve 14. giinlerinde kontrol siitiinden tretilen peynirdeki KLA dan daha fazla olmasina
karsin olgunlasmanin 30. giliniinden sonra kontrol 6rnegi ile arasinda anlamli bir fark
kalmamistir (p>0,05). Sekil 4.11°de Mihali¢ peynirlerinin ilave edilen kiiltiir tiiriine gore

olgunlagma boyunca toplam konjuge linoleik asit miktar1 verilmistir.
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a,b,c: farkli harfler ile gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.

Sekil 4.11. Mihali¢ peynirlerinin ilave edilen kiiltiir tiiriine gore olgunlasma boyunca toplam konjuge linoleik asit miktar1
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Kiiltiir ilavesi olmadan {iretilen peynirler incelendiginde KLA miktarlar1 diger
peynir orneklerinden 6nemli derecede daha diisiik oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Siitiin
dogal mikrobiyotasinda bulunan mikroorganizmalar saf linoleik asit ve ¢orek otu yagimi
tolere ederek KLA iiretimine katki saglamislardir. Ozellikle siitte bulunan laktik asit

bakterileri KL A {iiretebilme potansiyeline sahiptirler.

KLA agisindan en zengin peynirler linoleik asit ilave edilmis siitten sadece P.
freudenreichii subsp. shermanii (LF) ve her iki kiiltiiriin beraber kullanildig1 peynirlere
(LFT) aittir. Kontrol peynirine (LK) gore %17,1 (LF) ve %17,8 (LFT) daha fazla KLA
icermektedirler. Linoleik asit ilavesinin KLA {izerindeki etkisi ise kontrol siitiinden yapilan
peynirlere gore (KF VE KFT) %26,8 ve %24,5 oranindadir. Herhangi bir linoleik asit ve
kiiltiir kullanilmadan tiretilen peynirle (KK) karsilagtirildiginda ise KLA miktarlar1 %58,8
(LF) ve %59,8 (LFT) oranlarinda artmistir. Sonuglar gostermektedir ki tek basina kiiltiir
ilavesi ya da tek basina linoleik asit ilavesi KLA iiretimini artirirken, her iki uygulamanin

beraber yapilmasi sinerjistik etki yaratarak KLA tiretimini daha fazla arttirmaktadir.

Calisma kapsaminda toplam KL A miktarinin yani sira KLA izomerlerinin olusumu
olgunlasma boyunca incelenmis ve sonucglar Cizelge 4.32’de gosterilmistir. KLA
izomerlerinden rumenik asit (c9-t11) biitiin peynir 6rneklerinde en ¢ok bulunan izomerdir.
Rumenik asit siit ve siit tirtinlerinde bulunan baskin KLA izomeridir (Kramer vd., 1998).
Rumenik asit ile beraber t10-c12, c11-t13 ve diger tiim cc Ve tt izomerleri de ¢alisma

kapsaminda incelenmistir.

Olgunlasma siiresince tiim peynirlerdeki rumenik asit degisimi istatiksel olarak
anlaml degildir (p>0,05). Olgunlagsmanin basinda linoleik asit ilave edilen siitten yapilan
peynirlerde (LF, LT, LFT ve LK) c9-t11 orami %88,3-79,8 arasinda yer almaktadir.
Kiiltiirsiiz hazirlanan peynir (LK) en diisiik ¢9-t11 oranina sahiptir. P. freudenreichii subsp.
shermanii ile yapilan peynir (LF) ve iki kiiltiiriin beraber kullanildigi peynir (LFT) ayni
grupta yer alirken, P. thoenii ile yapilan peynir (LT) anlamli olarak farkli oldugundan
onlardan ayrilmistir (p<0,05). Olgunlagsma sonunda ise €9-t11 orami %88,4 ile %81,6
arasinda degismektedir. En yiiksek rumenik asit oran1 P. freudenreichii subsp. shermanii
ile yapilan peynirde (LF) gozlemlenirken her iki kiiltiiriin beraber kullanildig1 (LFT) ve
sadece P. thoenii ile yapilan (LT) peynirler de ayn1 grupta yer almistir. Kiiltiirsiiz yapilan
peynir (LK) diger peynirlerden anlamli sekilde ayrilmistir (p<0,05).
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Corek otu yag ilave edilen siitten yapilan peynirlerde olgunlagma basinda c9-t11
izomer oranlar1 %82,8 ile %87,9 arasinda degismektedir. En diisiik oran linoleik asit ilave
edilmis siitlerden hazirlanan peynirlerde oldugu gibi kiiltlirsiiz hazirlanan peynirde (CK)
iken en yiiksek oran her iki kiiltiirle beraber ile yapilan peynire (CFT) aittir. Olgunlagsma
sonunda c9-t11 izomer oranlari istatiksel olarak 6nemli derecede degismemistir (p>0,05).
Fakat iki kiiltliriin beraber kullanildigt peynir (CFT) %87 orami ile diger peynir
orneklerinden ayrilmistir (p<0,05). Diger peynirlerin (CF, CT ve CK) ¢9-t11 izomerleri
oranlar1 arasinda anlamli bir fark belirlenememistir (p>0,05). Cizelge 4.32’de Mihali¢

peynirlerinin olgunlasma boyunca % KLA izomerlerinin degisimleri verilmistir.
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Cizelge 4.32. Mihali¢ peynirlerinin olgunlagsma boyunca % KLA izomerlerinin degisimleri

LA |Zaman L :
kaynag (giin) Linoleik Asit (L)
izomer | KHIGT] P ‘;r_e:hdeerrr‘rfginci? i(iF) P. thoenii (T) Psrfgirli]c{aer:ég%h el Kontrol (K)
3 87.4840.47 a A 84.67+0.54 a B 88.3240,98 a A 79.8140,56 b C
14 [8726x175aA 84,1240.80 a B 88.16:0,47 a A 80,94:£0,64 ab C
11 30 [87,82£1,99a A 86.2141.01 a A 87.5440.76 2 A 81,16£0,43 ab B
60 [88.0140,63a A 84,69£0,52 a B 88.40+2,00 a A 81,49£0,75 a C
90 [8820£1,60a A 85.3041,69 2 A 88.40+1,19 2 A $1,5840,60 a B
3 0.4120,04 b B 0,2420,06 a BC 0,742£0,09 a A 0,0720,13 a C
14 |0,55£0,06 ab A 0,3420,05 a AB 0.49:0,07 a A 0,0920,16 a B
110-c12 |30 [0,55£0,06ab AB  0,30£0,04 a BC 0,67£0.18 a A 0,200,18 a C
60 [0,66£0,07 a AB 0.36£0,07 a B 0.82£0.17 a A 0,4020.20 a B
90  |0,63£0,06a A 0.36:0,04 a B 0514013 a AB 0,47+0,09 a AB
cl1113 3 35140222 A 2.94£0,13 a B 2.80£0,16 ¢ B 3,05:£0,20a AB
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14 3,5240,24 a A 3,13£0,09 a A 3,53+0,30b A 3,06+0,09 a A
30 3,444+0,37 a AB 3,00+0,26 a B 3,72+0,13 ab A 3,184+0,26 a AB
60 3,66+0,08 a AB 3,07£0,07 a C 3,91+0,16 ab A 3,33+0,18 a BC
90 4,00+0,17 a AB 3,2840,32 a C 4,12+0,09 a A 3,44+0,29 a BC
3 8,65+0,36 a C 12,09+0,56 a B 8,18+1,09a C 17,39+0,50 a A
14 8,65£1,62aC 12,43+0,85 a B 7,82+0,83 a C 15,93+0,88 ab A
>ccvett (30 8,23£2,20a B 10,58+1,14a B 8,31+0,72 aB 15,21+0,50 b A
60 7,65+£0,47 a C 11,84+0,44a B 7,06£1,51 aC 14,83+0,55b A
90 7,16£1,51aC 11,01+1,54 a B 7,07+£1,28 aC 14,61+£0,50 b A
LA Zaman
kaynagt | (giin) Corek Otu Yag (C)
iyomer Ktlllll::r Sul;.s I)r,esuhdeerrr]r::lir?i? i(iF) P. thoenii (T) Psrfgign(;er:é;ri%h Itlhs;)ueasi? Kontrol (K)
3 83,06+£1,00 a B 84,43+0,97 a B 87,88+0,35a A 82,84+0,25a B
c9-t11 14 83,89+0,77 a AB 84,39+1,96 a AB 86,571, 75a A 82,61+0,38 a B
30 83,33+1,75a AB 83,90+1,77 a AB 87,68+1,55a A 82,30+2,18 a B
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60

81,59+0,92 a B

85,01+0,57 a AB

87,84+0,72 a A

83,00+2,41 a B

90 81,56+1,61 a B 83,36+1,20a B 86,98+1,21 a A 82,86+0,57 a B
3 0,1240,20 a A 0,30+0,10 a A 0,24+0,21 a A 0,21+0,19 b A
14 0,38+0,03 a A 0,21+0,19a A 0,47+0,05 a A 0,33+0,05 ab A
t10-c12 |30 0,20+0,18 a AB 0,36+0,06 a AB 0,10+0,17 a B 0,51+0,12 ab A
60 0,31+0,02 a B 0,29+0,08 a B 0,2140,19a B 0,61+0,08 a A
90 0,33+0,08 a A 0,41+0,18 a A 0,41£0,19 a A 0,25+0,22 ab A
3 1,740,221 b C 2,96+0,25 a B 3,5040,23 ab A 2,80+0,08 b B
14 2,16£0,19b C 3,29+0,20 a AB 3,72+0,40 ab A 2,96+0,06 ab B
c11-t13 |30 2,1840,15b B 3,1140,05a A 3,04+0,16 b A 3,22+0,06 ab A
60 2,89+0,18 a A 3,1040,16 a A 3,66+0,50 ab A 3,29+0,23 a A
90 3,13+0,20 a B 3,37+0,31 a B 4,14+0,10 a A 3,37+0,25a B
3 15,07+0,84 a A 12,29+1,25a B 8,30+0,30 a C 14,45+0,31 a A
Yccvett |14 13,56+0,96 a A 12,09+2,19 a AB 9,2542,01 a B 14,1140,37 a A
30 14,39+1,84 a A 12,58+1,78 a AB 9,28+1,38 a B 14,05+2,03 a A
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60  |1527:0.88a A 11674076 a AB 8224092 a B 13.1242.32a A
90 [1498:172a A 128841432 A $.8040.49 2 B 13.490+.46 2 A
ka;rﬁlgl Z(Z::)n Kontrol (K)
izomer | KHIGT] P ‘;r_e:hdeerrr‘rfginci? i(iF) P. thoenii (T) Psrfgirli]c{aer:ég%h el Kontrol (K)
3 86,16+1,77 a A 83,37+0,70 a AB 82.56+1.02 a B 81,8240.54 a B
14 [8544£190a A 827841312 A 82.96+1.25a A 82.36£0,78 a A
cO-t11 30 [8624+1,78a A 82.15+0,59 A $2.8342.13 2 A 83.3141.80 2 A
60  [84.8840.53a A 82114131 a B $2.80+0,49 a AB $1.24:0.80 a B
90 [85.17+142a A 83794236 a A 83374035 a A 81,50£0,69 a A
3 0,42+0,04 a A 0.2040,18 a A 0.32+0,19 a A 0,10£0,18 a A
14 (04120072 A 0.35£0,10 2 A 0.4040,03 2 A 0,0720,13 a B
110-c12 30 [036£0,07a A 0.3740.13 2 A 0.380,03 2 A 0,1920,17 a A
60  |041£0,04a A 0.46+0,18 a A 0.36£0,10 a A 0212020 a A
90 [0.5040,142 A 03540112 A 0,430,092 A 0264023 2 A
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3 2,360,45b B 3,11+£0,19 ab AB 3,76+0,66 a A 3,62+0,16 a A
14 3,14+0,13a A 2,81+0,15b B 3,41+0,12a A 3,16£0,10a A
cl1-t13 (30 3,40+0,14a A 2,97+0,07 ab B 3,69+0,10 a A 3,51£0,20 a A
60 3,57£0,39 a A 3,46+0,43 a A 3,78+0,27 a A 3,15£0,15a A
90 3,78+0,16 a AB 3,49+0,18 a B 3,99+0,14a A 3,37+40,24 a B
3 11,06+£2,11 a B 13,284+0,79 a AB 13,30+1,02 a AB 14,41+0,61 a A
14 10,98+1,69 a B 14,04+1,22 a AB 13,24+1,34 a AB 14,46+0,84 a A
Yccvett (30 9,96+1,61 a B 14,520+,47 a A 13,26+2,15a AB 13,01+1,63 a AB
60 11,14+0,77 a B 14,00+0,80 a A 13,11+0,75 a AB 15,301,211 a A
90 10,69+1,47a B 12,29+2,09 a AB 12,26+0,46 aAB 14,89+0,56 a A

A,B,C (—)aym giinde kiiltiirler arasi istatistiksel farki gostermektedir (p<0,05)
a,b,c, (]) ayni kiiltiirde olgunlagma siirecindeki farki gostermektedir (p<0,05).
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Linoleik asit ilave edilmeden hazirlanan peynir 6rneklerinde olgunlasma basinda
€9-t11 oran1 %81,8 ile %86,2 arasinda degismektedir. Olgunlagsma basinda en yiiksek €9-
t11). P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynirde (KF) gozlemlenmistir.
Kontrol olarak iiretilen kiiltiirsiiz peynirin (KK) ¢9-t11 oranmi en diisiik olmasina ragmen
diger kontrol siitiinden {iiretilen peynirler (KF; KT ve KFT) ile arasinda anlaml bir farka
rastlanmamistir (p>0,05). Olgunlasmanin basinda P. freudenreichii subsp. shermanii ile
yapilan peynirdeki (KF) c9-t11 %86,2 orani1 sadece P. thoenii ile yapilan peynirin (KT)
orani ile ayn1 grupta olmasina ragmen diger 6rneklerden (KFT Ve KK) anlamli olarak daha
yiiksektir (p<0,05). Olgunlasma boyunca tiim peynirlerin rumenik asit oranlarinda anlamli
bir farkliliga rastlanmamistir. Olgunlasmanin sonunda ise en yiiksek ¢9-t11 oran1 %85,2
ile yine P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynire (KF) aittir. Olgunlagsma
basinda oldugu gibi olgunlasmanin sonunda da P. freudenreichii subsp. shermanii ile
yapilan peynir (KF) en yiiksek c9-t11 oranina sahip fakat diger 6rneklerden anlamli olarak
farkliliga sahip degildir (p>0,05).

KLA’nin diger izomerlerinden biri olan t10-c12 anti obezite etkileri nedeniyle
dikkat ¢ekmektedir. Siit iirlinlerinde bu izomer ne yazik ki ¢ok az miktarda bulunmaktadir
(Luna, Juarez ve de la Fuente, 2007). Bu ¢alisma kapsaminda iiretilen tiim peynirlerde de
bu izomer en diisiik oranda bulunmustur. Olgunlasma siiresinin bu izomerin tliretilmesinde

onemli bir etkisi belirlenememistir (p>0,05).

Linoleik asit ilave edilen siitlerden tretilen peynirlerde t10-c12 izomerinin orani
olgunlagsma basinda ve sonunda %0,07-0,74 ve %0,36-0,63 arasinda degismektedir.
Olgunlagsmanin basinda her iki kiiltiirin beraber kullanildig1 peynir (LFT) en yiiksek t10-
c12 izomerine sahipken olgunlasmanin sonunda %0,63 orani ile P. freudenreichii subsp.
shermanii ile yapilan peynir (LF) en yiiksek orana sahiptir. Fakat P.thoenii ile yapilan
peynir (LT) haricinde diger peynir 6rnekleri arasinda anlamli bir fark belirlenememistir

(p>0,05).

Corek otu yagi ilave edilen siitten yapilan 6rnekler incelendiginde olgunlagsmanin
basinda t10-c12 oranlar1 0,12 ile 0,30 arasinda degisirken olgunlasma sonunda %0,25 ile
%0,41 arasinda degismektedir. Bu siitten yapilan peynirlerde ne olgunlasma siiresi ne de

kullanilan kiiltiir tipi t10-c12 izomeri lizerinde 6nemli bir etkiye sahip degildir (p>0,05).
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Kontrol siitiinden yapilan peynirlerde olgunlasma siiresi t10-c12 izomeri iizerinde
anlamli bir etki géstermemistir (p>0,05) Olgunlagma basinda en yiiksek oran %0,42 ile P.
freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynire (KF) aittir. Fakat diger kiiltiirler ile
yapilan peynirlerin t10-c12izomer oran1 da anlamli olarak farkli degildir (p>0,05). Corek
otu yagi ilave edilen siitten iiretilen peynirlerde oldugu gibi kullanilan kiiltlir tliri ve

olgunlagma siiresi bu izomere 6nemli oranda etki etmemistir (p>0,05).

KLA izomerlerinden ¢11-t13 tiim peynirlerde yaklastk %3 oranlarinda
belirlenmistir. Olgunlagsma siiresi bazi orneklerde anlamli etkiye sahipken orneklerin
biiyiikk ¢cogunlugunda 6nemli bir etki belirlenememistir (p>0,05). Kullanilan kiiltiir tiirii

baz1 6rneklerin ¢11-t13 diizeyini 6nemli oranda etkilemistir (p<0,05).

Linoleik asit ilave edilmis siitten hazirlanan peynirlerin ¢11-t13 izomeri orani
olgunlagma basinda %2,8-3,5 arasinda degisirken olgunlasma sonunda %3,3-4,1 arasinda
degismistir. Olgunlasma basinda P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynir (LF)
en yiiksek orana sahip ve diger drneklerin c11-t13 diizeyinden 6nemli derecede yiiksektir.
Olgunlagma sonunda ise P. thoenii (LT) ve kiiltiirsiiz (LK) hazirlanan peynirlerin c11-t13
orani (%3,3 ve %3,4) diger iki peynirden anlamli olarak diistiktiir. P. freudenreichii subsp.
shermanii (LF) ve iki kiiltiiriin beraber kullanildigi (LFT) 6rneklerdeki c11-13 orani ayni
grupta yer alarak birbirinden anlamli olarak farkli olmadig: tespit edilmistir (p>0,05).

Corek otu yagi ilave edilmis siitlerden hazirlanan 6rneklerde olgunlagmanin basinda
ve sonunda sirastyla c11-t13 izomeri seviyesi %1,7-3,5 ve %3,1-4,1 arasinda degistigi
goriilmistiir. Olgunlagma siiresi P. thoenii ile yapilan peynirin (CT) c11-t13 diizeyini
anlamli olarak etkilemezken (p>0,05) diger 6rneklerinkinde 30. giinde 6nemli degisiklikler
goriilmistlir. Olgunlasmanin basinda her iki kiiltiirle beraber hazirlanan peynirin (CFT)
c11-t13 seviyesi en yiiksek iken kiiltiirsiiz (CK) ve sadece P. thoenii ile hazirlanan (CT)
peynirlerin izomer orani daha diisiik ve ayni grupta yer almistir. P. freudenreichii subsp.
shermanii ile hazirlanan peynir (CF) ise en diisiik orana sahiptir (%1,7). Olgunlagsmanin
sonunda ise iki kiiltiir ile hazirlanan peynirin (CFT) c11-t13 seviyesi diger peynirlerden
anlamli olarak yiiksek iken diger peynirlerin bu izomer orani ayni grupta yer almis ve

onemli bir farkliliga rastlanmamistir (p>0,05).

Linoleik asit ve ¢orek otu yagi ilave etmeden hazirlanan kontrol siitiinden yapilan

peynirlerde olgunlagsma basinda c11-t13 diizeyi %2,4-3,8 arasinda degisirken olgunlagsma
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sonunda %3,4-4,0 arasinda degismistir. Olgunlasma siiresi sadece P. thoenii ile iiretilen
peynirlerin (KT) izomer seviyesini etkilerken digerlerine anlamli olarak etki etmemistir
(p>0,05). Olgunlagsmanin basinda P. freudenreichii subsp. shermanii ile hazirlanan
peynirin (KF) c11-t13 oran1 hari¢ tiim peynirlerin bu izomer orani ayn1 grupta yer alirken,
olgunlasmanin sonunda her iki kiiltiirin beraber kullanildigi peynirin (KFT) c11-t13

izomer orani en yliksek degere ¢ikarak digerlerinden anlamli olarak ayrilmistir (p<0,05).

KLA’nin yukarida bahsi gegen izomerleri diginda bilinen bagka izomerleri de
mevcuttur. Fakat bu ¢alismada kullanilan KLA standardi ile bu izomerlere ilaveten toplam
cis-cis ve trans-trans izomerleri belirlenebilmistir. Olgunlasma siiresi genel olarak birgok
peynirin toplam cc ve tt izomer oranini etkilemezken bazi 6rneklerde anlamli etkiye neden
oldugu goriilmiistiir. Peynirlerde kullanilan kiiltiir tiirii ise kullanilan tiim siit tiirlerinde

anlaml1 degisikliklere neden olmustur.

Linoleik asit ilave edilmis siitten yapilan peynirlerde olgunlagsma basinda toplam cc
ve tt izomer orani en yiiksek %17,4 ile kiiltlirsiiz hazirlanan peynirde (LK), en diisiik ise
%38,2 ile iki kiiltiiriin beraber kullanilmasiyla iiretilen peynir 6rneginde (LFT) gozlenmistir.
P. freudenreichii subsp. shermanii ile hazirlanan peynirin (LF) toplam cc ve tt izomerleri
iki kiiltiiriin beraber kullanildigi peynirdeki (LFT) ile ayn1 grupta yer alirken, P. thoenii ile
hazirlanan peynirin (LT) izomer oranindan anlamli sekilde ayrilmistir (p>0,05)
Olgunlagsmanin sonunda ise benzer egilim gozlemlenirken en yiiksek cc ve tt izomer orani
kiltiirsiiz peynirde (LK) en disik ise iki kiiltirle hazirlanan peynirde (LFT)

gozlemlenmistir.

Corek otu yag ilaveli siitlerden hazirlanan 6rneklerde olgunlasma siiresi hicbir
peynirde anlamli etki gostermemistir (p>0,05). Kiiltlirler aras1 fark incelendiginde
olgunlagsmanin basinda en yiiksek toplam cc ve tt izomer oram1 %]15,1 olarak P.
freudenreichii subsp. shermanii ile hazirlanan peynirde (CF) belirlenmistir. En diisiik oran
ise %38,3 olarak iki kiiltiirle hazirlanan peynirde (CFT) goriilmiistiir. Olgunlasma sonunda
ise iki kiiltlirle hazirlanan peynirin (CFT) haricinde tiim peynirlerin toplam cc ve tt izomer
seviyesi aynt grupta yer alirken iki kdltiirle hazirlanan peynirin cc ve tt izomerleri

digerlerinden 6nemli oranda daha diisiik seviyede belirlenmistir (p<0,05).

Kontrol siitiinden hazirlanan peynirler incelendiginde ise olgunlasma zamanin

higbir peynir tiiriinde 6nemli etkiye sahip olmadigi belirlenmistir (p>0,05). Kiiltiirler aras1
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farka bakildiginda ise biitiin olgunlagma dénemlerinde P. freudenreichii subsp. shermanii
ile hazirlanan peynirin (KF) toplam cc ve tt oram1 en diisiik oldugu goriilmektedir.
Olgunlasma sonunda P. freudenreichii subsp. shermanii ile hazirlanan peynir disindaki
biitiin peynirlerin (KT, KFT ve KK) toplam cc ve tt izomer seviyesi ayn1 grupta yer almis
ve aralarinda 6nemli bir farka rastlanmamuistir (p>0,05). Kiiltiirsiiz hazirlanan peynir (KK)

%14,9 orani ile en yiiksek toplam cc ve tt oranina sahiptir.

Olgunlagsma boyunca gerceklesen oksidatif reaksiyonlar ¢ift baglarin yikilarak
KLA seviyesinin azalmasina neden olabilmektedir. KLA’ ’nin yapisinda bulunan konjuge
cift baglar, oksidasyon ve izomerizasyon reaksiyonlaria karsi linoleik ve linolenik asitten
daha duyarli olmalarina neden olmaktadir. Uzun olgunlasma prosesleri hava temasi,
fermentasyon siiresi gibi etkenlerden dolay1 ger¢eklesen oksidasyonlar KLLA seviyesinin
azalmasina neden olabilmektedir (Yang, Cao, Chen ve Chen, 2009). Bunun aksine bu
calismada olgunlasma siiresi, genel olarak hi¢bir yag asidine anlamli olarak etki
etmemistir. Siit ve peynirde yag asitlerini ve Ozellikle KLA igerigini inceleyen bir
calismada bu caligmadakine paralel olarak olgunlagsma siirecinin KLA igerigini anlamli
sekilde etkilemedigi gostermistir (Luna, Fontecha, Judrez ve De La Fuente, 2005). Feta
peynirlerinde KLA seviyesini inceleyen baska bir ¢aligmada daha uzun olgunlastirma
stiresine sahip sert peynirlerin kisa olgunlagtirma siiresine sahip peynirlere gére daha fazla
KLA igerigine sebep oldugunu belirtmektedir (Zlatanos vd., 2002) Salamurada
olgunlastirma oksidatif reaksiyonlar1 engellemis olabileceginden KLA seviyesinde

degisim gbzlenmemistir.

Fransiz Emmental tipi peynirlerin incelendigi bir ¢aligmada iki farkli propiyonik
asit bakterisi ilave edilmis peynirlerin ortalama KLA seviyeleri 8,6 ve 8,4 mg/g yag olarak
belirlenmistir. Bu ¢aligmada olgunlagsma boyunca takip edilen peynirlerin hem toplam
KLA seviyesi hem de izomer kompozisyonu anlamli sekilde degigsmemistir Kullanilan
PAB kiiltiirleri diisiik lipolitik aktiviteye sahip oldugu i¢in KLA {iretimi iizerinde anlaml1
bir etki gosterememislerdir. Emmental peynirdeki KLLA seviyesi direk olarak siitte bulunan
KLA seviyesi ile iligkilendirilmistir (Silke Gnédig vd., 2004) Bizim ¢alismamizda ise hem

ilave edilen kiiltiiriin hem de linoleik asidin KLLA oranini arttirdig1 gériilmiistiir.

Olgunlagma zamaninin aksine peynir yapiminda kullanilan kiiltiir tiirii ve siite ilave
edilen linoleik asit kaynagi KLA seviyesini anlamli derecede etkilemistir (p>0,05).

Rumenik asit izomeri dikkate alindiginda P. freudenreichii subsp. shermanii tek basina ya
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da P. thoenii ile beraber kullanildiginda en yiiksek verimi saglamislardir. Saf linoleik asit
ilave edilmis siitten yapilan peynirler ise her zaman kontrol siitiinden daha fazla rumenik
asit icermistir. P. thoenii kiiltiirii tek basina kullanildiginda P. freudenreichii subsp.

shermanii’ den daha diisiik tiretime sebep olmustur.

Werner, Luedecke ve Shultz (1992) 3 farkli Cedar tipi peynirle yaptiklari ¢alismada
kullanilan kiiltiir tlirliniin, proses sartlarinin ve olgunlastirma siiresinin KLA miktar1
iizerinde onemsiz oldugunu fakat KLA izomer dagilimimi 6nemli derecede etkiledigini
belirtmislerdir. Buccioni vd. (2010) yaptiklari ¢alismada KLA miktarinin ayn1 kalsa da
izomer kompozisyonunun uygulanan proses tiiriine gore degistigini bildirmislerdir. Ayrica
starter kiiltiir ilavesi yapimindan hemen sonra rumenik asit miktarinda artis oldugunu
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da peynir iiretimi i¢in kullanilan kiiltiir tiirii izomer

dagilimin1 anlamli oranda etkilemistir (p<0,05):

Siite yapilan linoleik asit ilavesinin KLA {iretimini arttirdigit bu ¢alismada
belirlenmistir. Linoleik asit ilavesi kullanilan kiiltiir tiiriine gore kontrol siitiine gore %25-
40 daha fazla KLA iiretimine neden olmustur. Bazi ¢alismalarda linoleik asit miktari ile
KLA miktar1 arasina direk iliski bulunamadigi bildirilmistir (Buccioni vd., 2010; Zlatanos
vd., 2002). Fakat peynirde linoleik asitten KLA iiretimi, peynir proteinlerinden hidrojen
atomlar: ile reaksiyona giren konjuge dienil radikalleri olusturmak tizere linoleik asit alil
radikalleri lizerinde hidrojen gogiine dayanmaktadir (Rainio vd., 2001). Serbest halde
bulunan linoleik asit KLA iretimi igin substrat olarak kullanilmaktadir. Lin vd. (2002),
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii (CCRC11076)’den elde ettikleri enzim
ekstralarinda linoleik asit izomeraz enzim aktivitesi gozlemlemisler ve cesitli KLA

izomerlerinin iiretilebildigini bildirmislerdir.

Siite yapilan ¢orek otu yagi ilavesi saf linoleik asit kadar KLA {retimini
arttiramamistir. Hem bu yagda bulunan linoleik asidin serbest halde olmamas1 hem de
yagda bulunan fenolik bilesenler bakterilerin gelisimini etkileyerek daha diisiik verimle

KLA iiretimi saglanmasina neden olmus olabilir.

Emmental peynirlerde yapilan bir ¢alismada 106-109 pg serbest linoleik asit iceren
peynirlerde 6 ay siiren olgunlastirma sonucu ekstra 90-170 pg KLA/g peynir olustugu
bildirilmistir (Sieber vd., 2004). Bizim c¢alismamizdan elde ettigimiz veriler de
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gostermektedir ki peynir {iretiminde serbest halde bulunan linoleik asit, propiyonik asit

bakterilerin lipolitik faaliyetleri sonucu KLA {iretimini arttirmaktadir.

KLA seviyesinin arttirilmasi, siitiin propiyonik asit bakterileri ile fermentasyonu ve
linoleik asit ilavesi ile miimkiin kilinmaktadir. Yiiksek KLA {iiretme kabiliyetine sahip
propiyonik asit bakterilerinin kullanilmasi, peynir ¢esitlerinde fazladan KLA igeriginin

olugmasi olasiligini1 daha da arttirmaktadir.

4.10.9. Renk Tayini

Peynirlerin kalitesinin belirlenmesinde renk oOzellikleri 6nem arz etmektedir.
Parlakligi gosteren L degeri ile sarilign gosteren b degeri peynir kalitesi icin
degerlendirilmesi gereken iki dnemli parametredir. Bu ¢alismada peynirlerin renk analizi
Bolim 3.5.8.°de belirtildigi gibi olgunlasma siiresince i¢ yiizeyinden alinan kesitte

Olciilmiistiir. Sonuglar Cizelge 4.33’te gosterilmistir.

Peynir orneklerinin L* degerleri incelendiginde biitiin peynirle i¢cin en yiiksek
degerlerin olgunlagsmanin basinda oldugu goriilmektedir. En yliksek L* degeri 89,5 olarak
¢orek otu yagi ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynir
orneginde (CF) belirlenmistir. Olgunlasma boyunca farkliliklar gozlenmekle beraber
olgunlagsma boyunca L* degerlerinde azalma gozlemlenmistir. En diisiik L* degeri (71,86)
olgunlagsmanin sonunda linoleik siit ilave edilmis siitten P. thoenii (LT) ile yapilan peynirde
belirlenmistir. L* degerlerindeki degisim peynirdeki tuz oraniyla iligkilidir. Tuz orani

ylikseldik¢e L* degeri diisme egilimindedir (Kaya, 2002).

Linoleik asit ilave edilen siit ile yapilan peynirlerde olgunlagsma basinda en yliksek
L* degeri herhangi bir kiiltiir ilavesi olmayan 6rnekte (LK) gozlenmistir. Varyans analizine
gore sadece P. freudenreichii subsp. shermanii ile (LF) ve her iki kiiltiirle yapilan (LFT)
peynirler ayn1 grupta yer alirken, sadece P. thoenii ile yapilan 6rnek (LT) 6nemli derecede
farklilik géstermistir (p<0,05). Olgunlagsmani sonunda ise hig kiiltiir ilave edilmeyen peynir
(LK), kiiltiir ilavesi olan tiim peynirlerden istatiksel olarak 6nemli derecede daha yiiksek

L* degerine sahip oldugu saptanmistir (p<0,05).

Corek otu yag ilave edilmis siitle yapilan peynirlerde olgunlagma siiresince L*
degerinde anlaml1 degisiklikler olmakla beraber genel egilim olgunlasmanin sonuna dogru

azalma seklinde oldugu gézlemlenmistir. En yiiksek L* degeri (89,5) P. freudenreichii
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subsp. shermanii ile yapilan peynire (CF) aittir. Olgunlagma sonunda da en yiiksek deger
ayn1 peynire aittir. Kontrol olarak yapilan herhangi kiiltiir ilavesi olmayan peynir (CK) ise
olgunlagsma sonunda en diisiik L* degerine (75,59) sahip olmustur. Olgunlasma sonunda

biitlin peynirlerin L* degerleri 6nemli derecede farklidir (p<0,05).

Linoleik asit ve ¢orek otu yagi ilave edilmeyen kontrol siitlinden yapilan
peynirlerde ise olgunlagsma basinda P. freudenreichii subsp. shermanii ile (KF) ve kiiltiir
ilavesiz (KK) olanlar ayn1 grupta yer alirken en yiiksek L* degerlerine (88,94-88,99) sahip
olduklar1 belirlenmistir. Her iki kiiltiir ile yapilan peynir (KFT) ise 86,97 olan L* degeri ile
digerlerinde anlamli sekilde ayrilmistir (p<0,05). Olgunlagsmanin sonunda ise P. thoenii
(KT) ve iki kiiltlirtin beraber kullanildigi (KFT) peynirler ayn1 grupta yer alarak diger iki

peynirden ayrilmislardir.

Sar1 renk gostergesi olan b* degeri peynirlerde ikincil metabolit olan karotenoid
varligin1 gostermektedir. Karotenoidler icerdikleri konjuge baglar nedeniyle 15181
absorblayarak saridan kirmiziya dogru renk verebilmektedirler (Nigam ve Luke, 2016).
Bitkilerin fotosentezi sonucu iiretilen karotenoidler hayvansal dokularda iiretilememesine
ragmen hayvan yemleri ile siite gecebilmekte peynirde sarimtirak rengin olugmasina
yardimc1 olmaktadirlar. Ayrica mikrobiyal pigment {iretimi peynirlerin rengini etkileyen

faktorlerden biridir.

Peynirlerin b* degerleri incelendiginde en yiiksek degerlerin tiim peynirler i¢in
olgunlagmanin sonunda gergeklestigi gozlenmistir. b* degerleri 11,49 ile 18,59 arasinda

degismektedir.

Linoleik asi ilave edilen siitten P. thoenii ile yapilan peynir (LT) olgunlagmanin
basinda en yiiksek b* degerine sahiptir. Bu peynir kontrol (LK) ve P. freudenreichii subsp.
shermanii ile yapilan peynirden (LF) anlamli derecede farklidir (p<0,05). Bu farklilik
olgunlagsma sonunda da devam etmis fakat her iki kiiltiiriin kullanildig1 peynirle (LFT) ayn
grupta yer almstir. P. thoenii ilave edilen peynirlerin daha yiiksek b* degerine sahip olmasi
bu mikroorganizmanin pigment iiretebilme yetenegiyle iliskilendirilebilir (Britz ve Riedel,
1994).
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Cizelge 4.33. Mihali¢ Peynir 6rneklerinin olgunlagma siiresince L*, a*, b* degerleri

Linoleik Asit

Corekotu Yag:

Kontrol

P.

freudenreichii

P.

freudenreichii

P.

freudenreichii

P.

freudenreichii

P.

freudenreichii

P.

freudenreichii

P. thoenii subsp. Kontrol P. thoenii subsp. Kontrol P. thoenii subsp. Kontrol
Zaman subsp. . shermanii subsp. . shermanii subsp. . shermanii
Renk | (giin) shermanil + P. thoenii shermanil + P. thoenii shermanil + P. thoenii
3 87,72+0,5BCa | 87,17+0,0Ca | 88,07+0,3Ba | 89,35+0,0Aa | 89,5+0,1Aa 82,06+0,9Ca | 87,28+0,1Ba | 88,24+0,0Ba | 88,94+0,0Aa | 87,49+0,2Ba 86,97+0,1Ca | 88,99+0,0Aa
14 79,63+£0,1Bb | 71,37+1,9Cc | 76,8+0,3Bc 84,19+0,1Ab | 77,7+0,1Ad 75,32+0,2Bd | 75,63+0,7Bc | 70,08+0,3Cd | 76,02+0,2Bc | 80,06+0,3Ab 72,48+0,2Dc | 73,6120,1Cc
L* {30 76,7+0,4Bc 75,41£0,3Bb | 79,92+0,3Ab | 76,41+0,9Bd | 80,9+0,2Abc | 78,16£0,3Bb | 71,31£0,1Dd | 73,92+0,1Cc | 75,14+0,0Ad | 73,92+0,4cBd | 69,10+00,0Cd | 75,49+0,6Ab
60 78,78+1,4Ac | 72,42+0,2Cc | 76,09+0,5Bc | 73,83+0,3Ce | 79,8+1,3Ac 75,8+0,8Bcd | 72,14+0,2Cd | 75,53+0,4Bb | 77,73+0,5Ab | 77,224+2,6ABbc | 73,90+0,1BCb | 72,16£1,0Cc
90 73,06+£0,5Bd | 71,86+0,1Bc | 73,3+1,3Bd 78,21+0,3Ac | 81,7+0,4Ab 77,26+0,1Cbc | 79,70+0,1Bb | 75,59+0,2Db | 77,04+0,4Ab | 73,78+1,1Bd 73,14+0,6Bc | 75,63+0,4Ab
3 0,65+0,1Da 1,7+0,0Aa 1,47+0,0Ba 1,3+0,0Ca 0,75+0,0Ca 1,18+0,1Ba 1,83+0,0Aa 1,25+0,0Ba 1,08+0,0Ca 1,75+0,0Aa 1,55+0,0Ba 0,89+0,0Da
14 -0,2+0,0Cc 0,49+0,0Ab 0,47+0,0Ac 0,05+0,0Be 0,05+0,0Acd | 0,68+0,9Aa 0,76+0,0Ac 0,06+0,0Ab 0,46+0,0Bb 0,70+0,0Abc 0,06+0,0Cd -0,65+0,0Dd
a* (30 -0,00+0,0Cbc | 0,42+0,0Ab 0,42+0,0Ac 0,21+0,0Bd -0,02+0,0Cd | 0,42+0,0Ba 0,85+0,0Ab -0,08+0,0Dc | 0,02+0,0Cd 0,78+0,1Ab 0,20+0,0Bc -0,53+0,0Dc
60 -0,14+0,1Cbc | 0,17+0,1Bc 0,6+0,1Ab 0,32+0,0Bc 0,23+0,1Bb 0,49+0,1Aa 0,25+0,0Be -0,26+0,0Cd | 0,39+0,1ABb | 0,47+0,1Ac 0,25+0,0Bb -0,69+0,0Cd
90 0,03+0,0Bb 0,09+0,07Bc | 0,48+0,1Abc | 0,46+0,0Ab 0,12+0,0Ca 0,48+0,0Ba 0,67+0,0Ad 0,05+0,0Db 0,19+0,0Bc 0,72+0,2Abc 0,09+0,0Bd 0,56+0,1Ab
3 11,53+0,9Cb | 14,08+0,6Ab | 13,25+0,2ABc¢ | 12,59+0,1BCd | 11,57+0,1Bd 14,97+2,2Aa | 16,3£0,2Aa 14,12+0,1ABd | 11,65+0,1Dd | 15,02+0,22Ab | 13,93£0,1Bc 13,48+0,0Cb
14 11,49+0,1Cb | 14,35+0,0Ab | 14,18+0,1Ab | 13,3140,3Bc | 14,37+0,0Cb | 16,17+0,0Aa | 15,2+0,1Bb 15,20£0,1Bc | 14,11+0,0Bb | 14,96+02Ab | 14,98+0,0Ab | 14,01+0,4Bab
b* |30 12,36+1,2Cab | 13,7840,1BCb | 15,39+0,2ABa | 15,56+0,3Aa | 13,44+0,1Cc | 15,02+0,1ABa | 15,36+0,0Ab | 14,88+0,3Bc 13,01+0,2Bc | 13,16+0,1Bd 14,62+0,0Ab | 12,64+0,4Bc
60 13,42+0,0Ba | 12,63+0,1Cc | 13,29+0,0Bc | 14,61£0,1Ab | 13,62+0,1Cc | 14,85+0,1Ba | 13,75+0,1Cc | 15,59+0,0Ad | 11,06+0,7Bd | 14,16+0,1Ac 13,25+0,4Ad | 13,92+0,3Aab
90 13,69+0,2Ca | 15,85+0,1Aa | 15,73+0,1Aa | 15,14+0,0Bab | 14,90+0,1Ca | 14,60+0,4Ca | 16,13+0,0Ba | 17,79+0,0Aa | 15,24+0,1Ca | 18,59+0.2Aa | 16,25+0,0Ba | 14,55+0,12Da

A,B,C,D (—) ayn giinde kiiltiirler aras1 istatistiksel farki her linoleik asit kaynagi kendi i¢inde degerlendirilerek gosterilmistir.
a,b,c,d,e (|)aym kiiltiirde olgunlagma siirecindeki farki gostermektedir (p<0,05).
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Corek otu yagr ilaveli siitten sadece P. thoenii (CF)ve her iki kiiltiiriin beraber
kullanilarak yapildigi (CFT) peyinler olgunlagsmanin basinda en yiiksek b* degerine sahiptirler.
Olgunlagma siiresince degerlerde degisiklikler olmasina ragmen genel egilim artma
yoniindedir. Linoleik asit ilave edilen siitten farkli olarak bu siitten yapilan peynirlerde
olgunlagsma sonunda en yiiksek b* degeri (17,79) herhangi bir kiiltiir ilavesi olmayan kontrol
orneginde saptanmistir. Corek otu yaginin antimikrobiyal etkileri mikrobiyal pigment

olusumunu engellemis olabilecegi diisliniilmektedir.

Kontrol siitiinden yapilan peynirlerde ise b* degerleri 11,06-18,59 araliginda
degismektedir. Sadece P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynir (KF) anlamli
olarak digerlerinden daha diisiik b* degerine sahiptir (p<0,05). Olgunlagsmanin basinda ve
sonunda, P. thoenii ile yapilan peynirler (KT) onemli derecede en yiiksek b* degerine (15,02-
18,59) sahiptirler. Bu siitten yapilan peynir 6rneklerinde olgunlasma basinda ve sonunda
Olglilen b* degerleri arasinda anlamli farkliliklar vardir (p<0,05). Tiim peynirlerin zamanla

sarilik degerleri artmistir.

Renk analizi yapilirken peynirlerin a* degerleri (kirmizi-yesil) de Olc¢tilmistiir.
Peynirlerde kirmizilik olusumu bu renk pigmentini iireten mikroorganizmalar tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda iiretilen peynirlerin a* degerleri -0,69-1,83
araliginda degismistir. a*degerinin kirmizilik yesillik (-60: Yesil, +60: Kirmizi) arasinda
belirlendigini géz oniine alindiginda 6rneklerimizdeki a* degeri degisimi ¢ok dar bir aralikta
gerceklesmistir. Varyans analizine gore Ornekler arasinda onemli farklar belirlense de bu
degisim ¢ok kisitlt bir aralikta olmustur. Olgunlagma basinda biitliin peynir 6rneklerinde en

yiiksek degerindedir. Olgunlagma siiresince minimal oranda degisimler gozlemlenmistir.

Olgunlagsma basinda linoleik asit ve ¢orek otu ilave edilmemis siitten P. thoenii ile
yapilmig peynir (KT) en yiiksek a* degerine (1,75) sahiptir. Ayni sekilde linoleik asit ilave
edilmis siitten P. thoenii ile yapilmis peynir (LT) bu siitten yapilan peynirler arasinda en yiiksek
a* degerine sahip oldugu belirlenmistir. Corek otu yagi ilave edilmis siitten yapilan peynirlerde
ise P. thoenii’nin tek basina kullanildigi peynirin (CT) a* degeri 1,18 iken, iki kiiltiiriin beraber
kullanildiginda (CFT) a* degeri 1,83 olarak belirlenmistir. Olgunlasma sonunda ise linoleik
asit ve ¢orek otu yagi ilave edilmis siitten her iki kiiltiiriin beraber kullanilmasiyla iiretilen
peynirler (LFT ve CFT) en yiiksek a* degerine sahipken, kontrol siitiinden sadece P. thoenii ile
yapilan peynir (KT) en yiiksek a* degerine sahip oldugu belirlenmistir.
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Mihalig¢ peynirini renk 6zelliklerinin belirlendigi bir ¢alismada L* ve b* degerleri i¢ ve
dis ylizeylerde 6l¢iilmiis, sirasiyla 88,40-75,92 ve 18,26-9,37 arasinda belirlenmistir (Aday ve

Karagul Yuceer, 2014). Bu degerler bu ¢alismada belirlenenler ile paralellik gostermektedir.

4.11. Mihali¢ Peynirlerinin Tekstiir Profil Analizleri

Tekstiir 6zellikleri peynirin kalitesinde tiiketici kabul edilebilirligini etkileyen en 6nemli
kriterlerden biridir (Bryant, 1995). Peynirin tekstiirel 6zellikleri biiyiik 6l¢iide mikro yapisi
tarafindan belirlenir. Ayn1 zamanda pH ve peynir kompozisyonu da tekstiirel 6zelliklere etki
etmektedir. Bu calisma kapsaminda iiretilen peynirlerin Tekstiirel 6zellikleri boliim 3.6 da

anlatildig1 gibi belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.34’te gosterilmistir.

Peynirlerin sertlik degerlerine bakildiginda en sert peynirin (31,71 N) linoleik asit ilave
edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynire (LF) ait oldugu
goriilmektedir. Bu peynir ayn1 zamanda pH degeri en yiiksek olan peynirdir. Yiiksek pH degeri
ve protein orani peynirlerde sertligin artmasina neden olmaktadir (Chen, Larkin, Clark ve Irwin,
1979). Sertligi en diisiik olan peynir ise her iki kiiltiiriin beraber kullanildig1 ve linoleik asit
ilave edilmis siitle yapilan peynir oldugu goriilmiistiir. Linoleik asit ilave edilmis siitten yapilan
peynirler arasinda bu 6rnek istatiksel olarak anlamli derecede digerlerinden farklidir (p<0,05).
Bunun nedeni her iki kiiltiir beraber ilave edildiginde artan proteolitik aktivite kazeinlerin
parcalanmasina neden olmasi ve hidrolizin peynirin sertlik degerini diisiirmesidir (Chen ve
digerleri, 1979).

Peynir bilesenlerinden protein orani peynirin sertligini en ¢ok etkileyen bilesendir. Daha
sonra sirasiyla tuz orani, nem miktari, pH degeri, yag orami peynirlerin tekstiirel 6zelliklerini
etkilemektedirler. Peynirde protein ve pH degerinin artmasi sertligi arttirirken, nem, yag ve tuz
oranin artmasi ise sertligi azaltmaktadir (Chen vd., 1979). Peynirlerin nem orani, peynirde
bulunan proteinlerin plastiklestirici 6zelligini etkilemekte ve sonucunda peynirin elastikiyet

ozelligini arttirmaktadir (Jack ve Paterson, 1992).

Siite yapilan ¢orek otu yagi ilavesi peynirlerin sertlik degerine anlamli bir etKi
gostermemistir (p>0,05). Kontrol siitlinden yapilan peynirlerin arasinda ise hi¢ kiiltiir ilave
edilmeyen (KK) ve P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan (KF) 6rnekler ayni grupta yer
almstir. P.thoenii ile yapilan peynir (KT) ise 18,72 N sertlik degeri ile bu grupta yer alan en

diisiik sertlik derecesine sahiptir. Literatiirde yapilan diger ¢aligmalarda Mihali¢ peynirinin
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tekstiirel Ozellikleri arastirilmis ve sertlik degerleri 129,93-24,44 N arasinda belirlenmistir
(Aday, 2010).

Cizelge 4. 34. Mihalig¢ peynirlerinin ortalama tekstiir 6zellikleri

. - P. S freudeFr:'reichii
(")TZleiislt{lll:ri iiltiir freu:lljzg Srgfchn P thoenii subsp. Kontrol
LA kayna shermanii shermanii
+ P. thoenii
) Linoleik asit | 31,71Aa 20,36ABa | 11,98Bb 17,09Ba
Se(ﬁ')'k Cirek otu Yag | 16,33Ab 15,05Aa | 20,08Aa 20,40Aa
Kontrol 19,77ABb 18,72Ba 25,15Aa 19,33ABa
Dis Linoleik asit -113,46ABa -145,96Bb |-71,73ABa -36,32Aa
Yapiskanhk | Corek otu Yag | -135,13Aa -40,29Aa -82,36Aa -131,12Aa
(9.sn) Kontrol -48,27ABa -32,31Aa  [-107,05ABa -133,58Ba
Linoleik asit 0,98Aa 1,00Aa 0,96Aa 1,95Aa
Elastikiyet |Corek otu Yag: |0,97Aa 1,60Aa 1,29Aa 1,79Aa
Kontrol 0,96Aa 1,40Aa 1,00Aa 1,13Aa
Linoleik asit 0,58ABa 0,53ABa 0,49Ba 0,60Aa
I¢ Yapiskanlik | Cérek otu Yagi | 0,51Aa 0,52Aa 0,49Aa 0,50Ab
Kontrol 0,53Aa 0,52Aa 0,53Aa 0,51Ab
Linoleik asit 18,31Aa 10,86ABa |5,92Bb 10,23Ba
Sak‘ZI‘\Ims‘hk Corek otu Yag | 8,36Ab 7.848Aa | 9,85Aab 10,26Aa
N) Kontrol 10,43Ab 9,78Aa 13,23Aa 9,86Aa
N ___|Linoleik asit |17,92Aa 10,81Aa  |5,69Aa 18,61Aa
C‘g“e'(‘lflg"hrhk Cirek otu Yag | 8,10Ab 11,74Aa | 12,39Aa 18,88Aa
Kontrol 9,99Ab 14,26Aa 13,16Aa 11,14Aa
Linoleik asit 0,12Aa 0,11Aa 0,09Ab 0,14Aa
Esneme Corek otu Yag: | 0,08Ba 0,11Aa 0,10ABab 0,09ABb
Kontrol 0,12Aa 0,14Aa 0,11Aa 0,08Ab

A,B (—)aym satirda kiiltiirler aras1 farki gostermektedir (p<0,05).
a,b, (|) aymn siitunda linoleik asit kaynaklarina arasindaki farki gostermektedir

Dis yapiskanlik peynir ile tekstiir cihazinin temas ylizeyi arasindaki ¢ekim giiciine karsi
uygulanan kuvvet olarak tanimlanir. Yapiskanlik tirlinlin tiiketimi esnasinda agizda damaga
yapismasint engellemek i¢in uygulanan kuvvettir (Szczesniak, 2002). Peynirlerin dis
yapiskanlik tekstiirel 6zelligi incelendiginde linoleik asit ilaveli siitten farkli kiiltiirler ile
yapilanlar arasinda anlamli farkliliklar (p<0,05) varken, c¢orek otu yag ilave edilmis siitte

kiiltiirler arasinda bir farka rastlanmamistir (p>0,05). Kontrol siitiinde ise hi¢ kiiltiir ilave
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edilmeyen 6rmek en diisiik dis yapisiklik degeriyle digerlerinden 6nemli derecede ayrilmigtir

(p<0,05).

Elastikiyet peynire uygulanan ilk kuvvetten sonra orijinal sekline geri donme yetenegi
olarak tamimlanmaktadir (Jack ve Paterson, 1992). Peynirlerin elastikiyet ozelliklerine
bakildiginda, test edilen biitiin faktorlerin, peynirlerin bu 6zelliginin tizerinde hig¢birinin anlamli
bir etkiye neden olmadigi gozlenmistir. Siite ilave edilen linoleik asit ve ¢orek otu yagi kontrol
orneklerine gore istatiksel olarak anlamli bir farklilik gdstermemistir (p>0,05). Aym sekilde

peynir liretiminde kullanilan kiiltiirler arasinda da anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05).

I¢ yapiskanlik 6zelligi ikinci sikistirma sonrasindaki alanin birinci sikistirma sonrasinda
olusan alana orani olarak hesaplanmaktadir. Peynirin kirilmadan deforme olmasinin ve ayni
zamanda agizda disler arasinda parcalanmadan ne kadar sikistirilabileceginin gostergesidir
(Jack ve Paterson, 1992). Cizelge 4.34 te gosterilen degerlere bakildiginda herhangi bir kiiltiir
ilave edilmeden yapilan peynirler disinda siite ilave edilen linoleik asitin i¢ yapiskanlik tizerinde
anlamli bir etkisi belirlenememistir (p>0,05). Kiiltiirsiiz yapilan peynirlerde ise linoleik asit
ilave edilerek yapilan 6rnek digerlerinden 6nemli derecede daha yiiksek i¢ yapisiklik degerine
sahiptir (p<0,05). Kiiltiirler aras1 fark degerlendirildiginde ise yine kontrol siitli ve ¢orek otu
yagi ilave edilmis siitlerden yapilan peynirler arasi anlamli fark yok iken linoleik asit ilave
edilmis siitten yapilan drnekler arasinda anlamli fark mevcuttur (p<0,05). iki kiiltiiriin beraber
kullanildig1 peynir en diisiik i¢ yapiskanlik degerine sahiptir. Herhangi bir kiiltiir ilavesi

olmayan siit ise en yliksek degere sahiptir.

Sakizimsilik degeri gidanin agizda parcalanmasi ve yutulmaya hazir hale getirilmesi
icin gereken kuvvet olarak tanimlanmaktadir (Szczesniak, 2002). Cizelge 4.34’te gortldigi
gibi en diistik sakizimsilik degeri linoleik asit ilaveli siitte her iki kiiltiiriin beraber kullanildig1
peynirde 5,92 (N) olarak, en yiiksek deger ise 18,31(N) olarak linoleik asit ilaveli siitten P.
freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan 6rnekte l¢iilmistiir. Yapilan istatiksel analizlere
gore linoleik asit ilaveli siitten yapilan Mihali¢ peynirlerinin sakizimsilik degeri lizerine farkli
kiltiir kullaniminin 6nemli diizeyde etkisi oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Corek otu yagi ilave
edilmis siit ve kontrol siitlinden yapilan 6rneklerde ise kiiltlirler aras1 anlamli bir farkliliga

rastlanmamuistir (p>0,05).

Cignenebilirlik 6zelligi gidanin yutulmas: i¢in gerekli cigneme enerjisi olarak

tanimlanmaktadir (Szczesniak, 2002). Cignenebilirlik elastikiyet ile sakizimsiligin ¢arpimi ile
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hesaplanmaktadir. Cignenebilirlik degerlerine bakildiginda en yiiksek ¢ignenebilirligin 18,88
olarak ¢orek otu yagi ilave edilmis siitten herhangi bir kiiltiir ilave edilmeden yapilan peynire
ait oldugu, en diisiik ¢ignenebilirligin ise 5,69 olarak linoleik asit ilaveli siitten her iki kiiltiiriin
beraber kullanimu ile iiretilen peynire ait oldugu goriilmiistiir. Peynir yapiminda kullanilan siite
ilave edilen linoleik asit ve ¢orek otu yaginin peynirlerinin ¢ignenebilirlik degeri tizerine 6nemli
diizeyde etkisi olmadig1 gortiilmistiir (p>0,05). Kiiltiirler aras1 farklilik degerlendirildiginde ise
sadece P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynirler Oneli diizeyde farklilik

gostermistir (p<0,05).

Esneme 6zelligi kuvvet uygulamasi sonrasi 6rnegin kendi haline geri donebilme orant
olarak tanimlanmaktadir(Szczesniak, 2002). Duyusal olarak disler arasinda sikistirilan peynirin
eski haline geri donebilme yetenegidir. Mihali¢ peynirlerinin esneklik degerlerinin varyans
analizi sonuglarina gore linoleik asit ilave edilmis siit ve kontrol siitii ile yapilan peynirlerde
kiiltiirler aras1 anlamli bir fark goézlenmemistir (p>0,05). Fakat ¢orek otu yagi ilave edilmis
stitten P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynir en diisiik esneme degerine (0,08)

sahiptir.

Peynirlerin tekstiirel 6zellikleri, kazein-kazein, kazein-su ve kazein-yag etkilesimleri,
suyun durumu (serbest veya bagli su olmasi), pH ve kalsiyum durumu (iyonik veya kazein
matrisine bagli), sicaklik, sodyum kloriir igerigi ve proteoliz derecesi gibi 6zelliklerinden
etkilenmektedir (Everett ve Auty, 2008).
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5. SONUC

Mihali¢ peyniri Tiirkiye’de tiretilen 6nemli geleneksel peynirlerden biridir. Bu peynire
karakteristik 6zelliklerini veren propiyonik asit bakterilerinin oldugu ¢esitli ¢alismalarla ortaya
konulmustur. PAB’larin probiyotik olarak kullanilma potansiyellerinin yiiksek olmasi, sahip
oldugu propiyonik asit ve bakteriyosin tiretimi gibi diger organizmalar {izerindeki antagonistik
etkilerinin bulunmasi, Mihali¢ gibi 6zel fermente {irlinlerin olusmasindaki rolleri nedeniyle
teknolojik acidan oldukg¢a 6nemli olmalar1 ve sagliga yararh etkileri kanitlanmis KLA iiretim
potansiyellerin de bulunmasi, bu mikroorganizma grubunu arastirmaya deger kilmaktadir. Bu
calismada Mihali¢ peynirlerinden PAB'larin izole edilip tanimlanmasi, yiikksek KLA {iretim
potansiyeline sahip olanlarin se¢ilmesi, daha sonra bu kiiltiirler ile geleneksel {iretim sartlarinda
KLA kaynagi olarak linoleik asit ve ¢orek otu yagi ilave edilmis siitten KL A seviyesi arttirilmis
fonksiyonel bir iiriin elde edilmesi amaglanmistir. Bu baglamda bahsedilen faktorlerin Mihali¢
peynirinin KLA igerigi ve izomer kompozisyonuna katkilarinin yaninda fizikokimyasal,

mikrobiyal ve tekstiirel 6zelliklerine etkileri de olgunlagsma boyunca incelenmistir.

Calisma kapsaminda yerel iireticilerden temin edilen 25 adet Mihali¢ peynirinden 95
adet izolat elde edilmistir. izolatlarin tanimlanmasi gesitli calismalarla PCR bazli metotlardan
daha hizli, ekonomik ve giivenilir bir yontem oldugu kanitlanan MALDI-TOF-MS ile
yapilmustir. 95 izolattan 21 tanesi Propionibacterium spp. olarak tanimlanmigtir. Tanimlanan
izolatlarmm  %20’si  Propionibacterium freudenreichii  sspp. iken, sadece %2’si
Propionibacterium thoenii olarak belirlenmistir. Propiyonik asit bakterilerinin yaninda %23,2
Lactobacillus paracasei sspp. %13,7 oraninda Lactobacillus plantarum sp. ve %10,5 oraninda
Lactobacillus fermentum sp. belirlenmistir. Laktobasillerin haricinde MALDI-TOF-MS
analizine gore izolatlarin %11,6’s1 Enterococcus olarak belirlenmistir. Tanimlanan propiyonik
asit bakterilerinin %57°si Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii, %33’
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii ve %]10’u Propionibacterium thoenii

olarak tanimlanmustir.

Propiyonik asit bakterisi olarak tanimlanan bakterilerin linoleik asite karsi
duyarhiliklarini degerlendirmek igin 25, 50, 100 ug/mL LA igeren sivi YEL besi yerine ekimi
yapilarak tarama yapilmistir. Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii olarak
tanimlanan biitiin izolatlarm (K11, K22, K24, T11, OC4, Ul11, U14, KY2, 022, KZ1, Ki2,
UC2) test edilen en diisiik linoleik asit konsantrasyonuna (25 pg/mL) karst duyarli oldugu
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gozlenmistir. Ayica biitiin izolatlar 100 pg/mL linoleik asit konsantrasyonuna karsi direng
gosterememis ve herhangi bir gelismeye rastlanmamistir. Yiiksek linoleik asit konsantrasyonun
KLA iiretimini dogrudan etkiledigi bu ¢alismada da gézlemlenmistir. Linoleik asit duyarlilig
diisiik olan Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii (T21, K13, U23, S11, D12,
K32, GS4) ve Propionibacterium thoenii (UP1 ve S14) izolatlarinin 50, 40, 25 ve 10 pg/mL
linoleik asit igeren besi yeri ortaminda KLA iiretim miktarlari incelenmistir. Test edilen 40 ve
50 ug/mL LA igeren besi yeri ortaminda bakteri gelisimi gézlenmesine ragmen hi¢ KLA sentezi
gerceklesmemistir. Linoleik asit konsantrasyonu 10 ug/mL oldugunda en yiiksek KLA
tretimini gerceklestiren izolatlar Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii (8,85-

9,08 ug/mL) ve Propionibacterium thoenii (3,28-3,93 pug/mL) olarak belirlenmistir.

KLA verimliligi yiiksek oldugu belirlenen P. freudenreichii subsp. shermanii (K32 ve
GS4) ve P. thoenii (UP1 ve S14) olarak tanimlanan izolatlarin farkli pH degerlerine (pH 7,0;
6,5; 6,0; 5,5 ve 5,0) ve farkli tuz oranlarina (%0,5; 1,0; 2,5; 5,0 ve 10) kars1 duyarliliklar1 peynir
prosesinde 6nem arz ettigi i¢in incelenmistir. P. freudenreichii subsp. shermanii (K32 ve GS4)
ve P. thoenii (UP1 ve S14)’iin optimum gelisim pH’lar1 (pH 7) disinda biitiin pH seviyelerinde
birbirlerinden farkli gelisim gostermislerdir. P. freudenreichii subsp. shermanii (K32 ve GS4)
pH 6 seviyesi haricinde biitiin pH seviyelerinde daha yiiksek sayilara ulasmis fakat P. thoenii
(UP1 ve S14) pH 6’da 8,7-8,8 log kob/mL sayilarima ulasirken, P. freudenreichii subsp.
shermanii (K32 ve GS4) 6,9-7,0 log kob/mL olarak belirlenmistir.

P. freudenreichii subsp. shermanii (K32 ve GS4) ve P. thoenii (UP1 ve S14)
bakterilerinin %0,5 ve %1°lik tuz konsantrasyonuna toleransi énemli oranda farklidir (p<0,05).
P. freudenreichii subsp. shermanii olarak tanimlanan K32 ve GS4 kodlu izolatlar %0,5 tuz
iceren besi yeri ortaminda sirasiyla 8,22 ve 8,35 log kob/mL sayisina ulasirken, tuz orani %1
oldugunda bu deger 8,4 ve 7,9 log kob/mL olarak belirlenmistir. P. thoenii olarak tanimlanan
UP1 ve S14 izolatlar1 ise %0,5 ve %1 tuz oranlarinda sirasiyla 9,1/9,2 ve 9,5/9,6 log kob/mL
degerlerine ulasmistir. Tuz konsantrasyonu %2,5 oldugunda ise S14 kodlu P. thoenii izolati
diger bakterilerden daha fazla hassasiyet gostererek istatiksel olarak anlamli derecede sayisi
azalmistir (p<0,05). Tuz konsantrasyonlarina farkli duyarlilik gosteren bakteriler %10 tuz
konsantrasyonunda tamamen inhibe olmustur. P. freudenreichii subsp. shermanii (K32, GS4)

ve P. thoenii (UP1 ve S14) izolatlar1 %5 tuz konsantrasyonuna benzer direng gdstermistir.

PAB’larin uygun konsantrasyonda saf linoleik asidi KLA’ya ¢evirdigi tespit edilmistir.

Saf linoleik asidin yiiksek maliyeti nedeniyle KLLA {iretimi i¢in substrat olarak kullanilabilecek
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alternatif linoleik asit kaynagi arastirllmistir. Linoleik asit icerigi %60 olan ¢orek otu yaginin
alternatif linoleik asit kaynagi olup olamayacagini belirlemek amaciyla tuz ve pH direnci en iyi
olan iki izolatin bu yagi iceren besi yeri ortaminda KLA tiretim kabiliyeti degerlendirilmistir.
Corek otu yagr iceren besi yerinde 2,10-4,24 pg/mL seviyesinde KLA iretilebildigi
belirlenmistir. GS4 kodlu P. freudenreichii subsp. shermanii en yiiksek miktarda (4,24 pg/mL)
KLA iiretebilmistir. K32 ve UP1 kodlu izolatlar benzer miktarlarda KLA iiretebilmislerdir. En
az oranda KLA iiretimi S14 kodlu P. thoenii ile gergeklestirilmistir. Bundan sonra
gerceklestirilecek ¢alismalarda GS4 kodlu P. freudenreichii subsp. shermanii ve UP1 kodlu P.

thoenii kullanilmustir.

Calismanin takip eden evresinde KLA miktari yiikseltilmis Mihali¢ peyniri tiretmek igin
hem secilen iki izolatin hem de farkli LA kaynaklarinin etkilerini ortaya koyacak ¢aligmalara
gecilmistir. Bu amagla KLA {iretim potansiyelleri yiiksek olan P. freudenreichii subsp.
shermanii ve P. thoenii izolatlar tek tek ve birlikte kullanilarak, saf linoleik asit ve ¢orek otu
yag1 ilave edilmis siitten her iki parametre i¢in kontrol tiretimleri de yapilarak toplamda 12 adet

Mihali¢ peynir 6rnegi iiretilip incelenmistir.

Uretilen peynirlerin mikrobiyolojik analizleri kapsaminda TMAB, toplam PAB ve
toplam LAB sayimlar1 yapilmistir. Olgunlagma siiresi tiim bakteri sayilari tizerinde anlamli etki
saglamistir (p<0,05). Olgunlasma sonunda TMAB sayisi biitiin 6rneklerde azalmistir. Linoleik
asit ilavesi TMAB sayisin1 anlamli sekilde etkilemezken (p>0,05), kiiltiir ilavesi TMAB
say1sin1 6nemli derecede etkilemistir (p<0,05). Kiiltiir ilavesi olmayan kontrol peynirinin (KK)
daha diisiik toplam mezofilik bakteri sayiSina sahip oldugu goriilmiistiir. Toplam PAB sayisinda
olgunlagma siiresinin etkisi tiim 6rneklerde olgunlasma boyunca 6nemli bulunmustur (p<0,05).
Ayrica ilave edilen kiiltiir tiiriniin 6nemli bir etkisi yokken (p>0,05), kiiltiir ilave edilmeyen
kontrol o6rneklerine (LK, CK ve KK) gore anlamli oranda daha yiiksek sayiya ulagmistir
(p<0,05). Peynirlerin olgunlagma siiresinin toplam LAB sayisi iizerinde de anlamli etkisi
oldugu yapilan varyans analizi ile gosterilmistir (p<0,05). Olgunlagmanin sonuna dogru genel
olarak peynirlerin toplam LAB sayisinda azalma gézlenmistir. Hem linoleik asidin hem de
¢orek otu yaginin peynirde bulunan laktik asit bakterileri {izerinde inhibisyona neden oldugu
sonucuna vartlmistir. Olgunlasmanin baginda tiim 6rneklerdeki toplam LAB sayis1 ¢cok yakin
olmakla beraber her iki kiiltiiriin beraber kullanildig1 peynir 6rnegi (KFT) 8,15 log kob/g sayisi
ile en yiiksek degerdedir. Diger 6rneklerde oldugu gibi otoliz kaynakli olgunlagmanin sonuna

dogru toplam LAB sayisi, tiim 6rneklerde azalmistir.
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Mihali¢ peynirlerinin fizikokimyasal analizleri kapsaminda pH, titrasyon asitligi, kuru
madde, yag, protein, tuz ve kiil oranlar1 belirlenmistir. Ayrica peynirlerin olgunlagsma boyunca

yag asitleri kompozisyonu ve KLA igerikleri incelenmistir.

Peynirlerin titrasyon asitligi degerleri %0,85-2,12 arasinda degismekle beraber biitiin
peynir Orneklerinde en yiiksek asitlik olgunlasma periyodunun sonunda (90.giin)
gozlemlenmistir. En yiiksek asitlik kontrol siitiinden P. freudenreichii subsp. shermanii ve P.

thoenii’nin beraber kullanilarak tiretildigi peynirde (KFT) %2,21 olarak belirlenmistir.

Peynirlerin pH degerleri 5,31-5,82 arasinda degismektedir. Olgunlagsma periyodunun
sonunda en disiik pH degeri ¢orek otu yagr ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp.
shermanii ile yapilan peynire (CF) aittir. En yiiksek pH ise yine ¢orek otu yagi ilave edilmis

stitten herhangi bir kiiltiir ilave edilmeden yapilan peynir (CK) drnegine aittir.

Peynirlerin kuru madde oranlar1 %54,4-66,3 arasinda degismektedir. Ornekler arasinda
en yiiksek kuru madde oran1 %66,3 ile linoleik asit ve ¢orek otu yagi ilave edilmemis siitten iki
kiiltiriin beraber kullanimi ile yapilan peynirdir (KFT). Peynirlerin kuru madde oranlar
olgunlagma siiresince artma egilimindedir. 90 giin siiren olgunlagsma periyodu biitiin 6rneklerin

kuru madde oranlarini 6nemli seviyede arttirmistir (p<0,05).

Peynirlerin olgunlagma siiresi boyunca yag oranlarinda degisim olmakla beraber
olgunlasma periyodunun yag oranlarma etkisi anlamli bulunmamustir (p>0,05). ilave edilen
kiiltiirlerin lipolitik aktivitesi nedeniyle kiiltlirsiiz yapilan peynirlerin yag oranlart kiiltiirlii

yapilan peynirlerden daha diistiktiir.

Peynirlerin protein oranlar1 olgunlasmanin basinda %21,39-23,76 arasinda degisirken,
olgunlagsmanin 90. giiniinde %18,18-20,29 arasinda degismektedir. Olgunlagma siiresince en
yiiksek protein orani (%23,76) herhangi bir linoleik asit ilavesi yapilmayan ve sadece P.
freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynir (KF) 6rneginde gozlenmistir. Olgunlagsma
stiresi boyunca protein oranlarinda istatistiki olarak onemli derecede degisim gozlenmistir
(p<0,05). Peynir olgunlagsmasinda 6nemli bir rol oynayan proteoliz reaksiyonlar1 bakteriler

arasinda gerceklesen interaksiyondan énemli diizeyde etkilenmistir.

Peynirlerde bulunan tuz orani ile kiil orani arsinda dogrusal bir iligki olmasi
beklenmektedir. Peynirlerin kiil oranlar1 olgunlagsma boyunca degisirken olgunlagsmanin sonuna

dogru artma egilimi gdstermistir. Olgunlasmanin basinda en diistik kiil oran1 %4,63 olarak
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kontrol siiti ile kiiltiir ilavesi yapilmadan tiretilen peynirde (KK) belirlenmistir. En yiiksek oran
ise %8,09 ile ¢orek otu yagi ilave edilmis siitten P. thoenii ile yapilan peynir (CT) 6rneginde

belirlenmistir. Peynirlerin kiil oranlar1 %4,63 ile %10,10 arasinda degismistir.

Olgunlagmanin basinda en diisiik tuz oran1 %4,42 ile kontrol siitiinden herhangi kiiltiir
ilavesi yapilmadan iiretilen peynir (KK) 6rneginde goriiliirken, en yiiksek tuz orant %6,16 ile
¢orek otu yagi ilave edilmis siitten her iki kiiltliriin beraber kullanilarak yapilan peynir (CFT)
orneginde belirlenmistir. Olgunlagsma sonunda ise en diisiik tuz oran1 %8 ile kontrol siitiinde
kiiltiirsiiz yapilan peynire (KK) aitken en yiiksek tuz orani da %10,18 ile ¢corek otu yagi ilave
edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynirde (CFT) belirlenmistir.

Peynirlerin tuz oranlari kiil miktarlar1 ile paralellik i¢indedir.

Peynirlerin yag asitleri kompozisyonu incelendiginde tiim peynir 6rneklerinde en baskin
olan yag asidinin palmitik asit oldugu goériilmistiir. Kisa zincirli ve orta zincirli yag asitleri
acisindan kiiltiirler aras1 fark gézlemlenmemistir. Peynirlerin doymus yag oranlar1 %65,9 ile
%68 arasinda degismektedir. En yiiksek doymamis yag asidi oran1 %34 ile kontrol siitiinden
kiiltiir kullanilmadan hazirlanan peynirde (KK) gézlemlenmistir. Coklu doymamis yag asitleri
incelendiginde ise linoleik asit ilavesi olan siitte P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan
peynirin (LF) %3,79 ile en yiiksek orana sahip oldugu gozlemlenmistir. En diisiik ¢oklu
doymamis yag asidi oran1 (%2,79) ise kontrol siitiinden kiiltiirsiiz yapilan peynire (KK) aittir.
Hem kiiltiir ilavesinin hem de linoleik asit ilavesini ¢oklu doymamis yag asitleri miktarini

olumlu etkiledigi anlagilmaktadir.

Peynirlerin KLA miktarlar1 incelendiginde ise yag asitleri kompozisyonuna paralel
olarak en yiiksek KLA saf linoleik asit ilave edilmis peynirlerde goézlemlenmistir. P.
freudenreichii subsp. shermanii tek basina ya da P. thoenii ile beraber kullanildiginda ytiksek
KLA iiretimine neden olmustur. Peynirlerin KLA oranlari olgunlagma sonunda 3,93-6,28 mg/g
yag arasinda degismistir. En yliksek KLA miktar1 linoleik asit ilave edilmis siitten her iki
kiiltiiriin beraber kullanimiyla iiretilen peynir (LFT) 6rnegine aittir. Kontrol peynirine (LK)
gore %17,8 (LFT) daha fazla KLLA igermektedirler. Linoleik asit ilavesinin KLA tizerindeki
olumlu etkisi ise %26,8’dir (KFT’ye gore). Herhangi bir linoleik asit ve kiiltiir kullanilmadan
tiretilen peynirle karsilastirildiginda (KK) ise KLA miktar1 %59,8 oranlarinda artmigtir
Olgunlasmanin peynirlerin KLA miktar1 tizerinde anlamli bir etkisi olmamistir (p>0,05). Fakat
kullanilan linoleik asit kaynagi ve kiltiir tiirii KLA oranin1 anlaml seviyede etkilemistir

(p<0,05). Sonuglar gostermektedir ki tek basina kiiltiir ilavesi ya da tek basina linoleik asit
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ilavesi KLA iiretimini artirirken, her iki uygulamanin beraber yapilmasi KLA {iretimini daha

fazla arttirmaktadir.

Peynirlerin KLA izomerlerinde baskin olan izomer tiim siit iiriinlerinde en ¢ok bulunan
€9-t11 (rumenik asit) izomeridir. Saf linoleik asit ilave edilmis siitlerden tiretilen peynirlerdeki
rumenik asit orani kontrol siitiinden tiretilenlerden daha yiiksektir. P. freudenreichii subsp.
shermanii tek basina (LF) ya da P. thoenii ile beraber kullanildiginda (LFT) en yiiksek c9-t11
iretimine neden olmustur. Corek otu yagi ilavesi P. freudenreichii subsp. shermanii’nin (CF)
€9-t11 izomeri olusturmasini olumsuz etkilese de P. thoenii ile beraber kullanildiginda (CFT)

yiiksek rumenik asit iiretim kapasitesine ulagmiglardir.

Peynirlerin tekstiirel ve renk 6zellikleri de incelenmistir. En sert peynirin linoleik asit
ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii ile yapilan peynire (LF) ait oldugu
goriilmektedir. Renk 6zellikleri degerlendirildiginde ise peynir 6rneklerinin L* degerleri biitiin
peynirler igin en yiiksek olarak olgunlasmanin basinda belirlendigi goriilmektedir. En yiiksek
L* degeri 89,5 olarak ¢orek otu yagi ilave edilmis siitten P. freudenreichii subsp. shermanii ile
yapilan peynir (CF) orneginde belirlenmistir. Olgunlasma boyunca farkliliklar gézlenmekle
beraber olgunlagsma boyunca L* degerlerinde azalma gozlemlenmistir. Peynirlerde sariligin
gostergesi olan b* degerleri incelendiginde en yiiksek degerlerin tim peynirler i¢in
olgunlagmanin sonunda gergeklestigi goriilmiistiir. b* degerleri 11,49 ile 18,59 arasinda
degismektedir. Tiim ornekler arasinda en yiiksek b* degerleri P. thoenii ile yapilan peynirlere

aittir.

Bu ¢alisma ile siite yapilacak linoleik asit ilavesi ile peynirin kalite 6zelliklerini olumsuz
etkilemeden KLA igerigi arttirilabilecegi belirlenmistir. Ayrica yiiksek KLA iiretim
kapasitesine sahip P. freudenreichii subsp. shermanii kiiltiiriiniin tek basina ya da P. thoenii ile
beraber kullanildiginda Mihali¢ peynirinde KLA miktarini 6nemli oranda arttirdigi (p<0,05)
ayrica sagliga yarali etkileri oldugu bilinen rumenik asit izomeri miktarin1 olumlu yonde

etkiledigi gorilmiistiir.

Farkli suslarin ve farkli kiiltiir kombinasyonlarinin yiiksek KLA {iretim yetenegi
sergileyebileceginden ileriki ¢alismalarda PAB’lar ve LAB’larin beraber kullanilabilecegi ve
alternatif linoleik asit uygulamalarinin degerlendirilebilecegi c¢alismalarin  yapilmasi

Onerilmektedir.
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