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Fermentasyon ve Enzimatik Hidroliz Uygulanan
Peynir Alti1 Sularinin Baz1 Biyoaktif Ozellikleri”

Atilla TAS®, Onur GUNESER?

Oz: Bu calismada, peynir alt1 suyunun hem farkl1 tiir probiyotik laktik asit bakterileri ile fermente edilerek, hem
de ¢esitli bitkisel ham enzim ekstraklar1 (%4) ile hidroliz edilerek biyoaktif peptitler yoniinden zenginlestirilmis
peynir altt suyunun iiretilmesi amacglanmistir. Fermente ve hidroliz edilmis peynir altt suyu Orneklerinin
fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve bazi biyoaktif 6zellikleri arastirilmistir. Arastirmada elde edilen bulgulara
gore, ananas, kavun ve enginar kabuklarindan elde edilen ham enzim ekstraktlarinin proteolitik enzim aktiviteleri
sirastyla 5.066, 4.921 ve 5.514 Ul/mL olarak belirlenmistir. Fermente edilen peynir altt suyu orneklerinin
anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitor aktiviteleri 2.02-6.48 kat arasinda artarken, hidrolize peynir alti suyu
orneklerinde ise 1.85 ile 3.29 kat arasinda artig gostermistir. Bitkisel ham enzim ekstraktlariyla hidroliz edilmis
peynir alt1 suyu drneklerinde %35 ile %53 arasinda degisen antioksidan aktivite artiginin meydana geldigi tespit
edilmigtir. Elektroforetik analizler sonucunda; B-laktoglobulin ve o-laktalbumin’in fermentasyon ve hidroliz
sonucunda pargalanmalar1 farkli diizeyde oldugu belirlenmistir. Fermente edilen peynir alt1 suyu 6rneklerinde
yapilan Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus rhamnosus sayiminda sirasiyla 0.39 log kob/mL ve 1.09 log
kob/mL diizeyinde bir artisin oldugu belirlenmistir. Fermente ve hidroliz edilmis peynir alti sularmin
Escherichia coli ATTC 25922, Staphylococcus aureus ATTC 6538, Listeria monocytogenes 4c RSKK 476 ve
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 700408 bakterileri (izerine herhangi bir

mikrobiyel inhibisyon saglamadig1 da tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibit6rdi, antioksidan etki, biyoaktif peptitler,

fermentasyon, enzimatik hidroliz, peynir alt1 suyu.
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Some Bioactive Properties of Whey Applied Fermentation and Enzymatic Hydrolysis

Abstract: In this study, it was aimed to produce whey enriched with bioactive peptides by both fermentation of
probiotic lactic acid bacteria and hydrolization of certain crude plant protease extracts (4%). Physico-chemical,
microbiological and some bioactive properties of the fermented and hdyrolized whey samples were investigated.
According to the findings of the study, proteolytic activities of the crude enzyme extracts obtained from the peels
of pineapple, watermelon and artichoke were determined as 5.066, 4.921 ve 5.514 Ul/mL, respectively.
Angiotensin converting enzyme inhibitor activities of the fermented whey samples increased between 2.02 and
6.48 fold, while these inhibitor activity values of the whey samples hydrolyzed by the crude enzyme extracts
increased between 1.85 and 3.29 fold. It was determined that an increase from 35 to 53 % in the antioxidant
activities of the whey samples hydrolized by the crude enzyme extracts. As a result of electrophoretic analysis; it
was determined that the degredations of B-lactoglobulin and a-lactalbumin were occurred by hydrolysis and
fermentation at the different levels. An increase in cell of Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus
rhamnosus in fermented whey samples were found as 0.39 log cfu/mL and 1.09 log cfu/mL, respectively. It was
determined that the fermented and hydrolized whey samples had no antimicrobial activity on Escherichia coli
ATTC 25922, Staphylococcus aureus ATTC 6538, Listeria monocytogenes 4c RSKK 476, ve Salmonella

enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 700408.

Keywords: Angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitor, antioxidant effect, bioactive peptit, enzymatic

hydrolosis, whey.

Giris

Gunlmiizde insan metabolizmasi iizerinde birgok fizyolojik etkiye sahip biyolojik aktif bilegsenlerin rolii giderek
onem kazanmaktadir. S6z konusu bu biyoaktif bilesenlerin bir grubunu da gida proteinlerinden ortaya ¢ikan
biyoaktif peptitler olusturmaktadir. Hayvansal ve bitkisel proteinler potansiyel biyoaktif bilesenler igermelerine
ragmen biyoaktif peptitler agisindan en 6nemli kaynaklar siit ve siit iiriinleridir. Siit kaynakli biyoaktif peptitlerin
biiyiik bir kismu siitte bulunan kazein ve serum proteinlerinden olugmaktadir. Farkli yollarla aciga ¢ikan siit
kaynakli biyoaktif peptitler ilag veya hormon benzeri bir aktivite gdsterip insan viicudunda fizyolojik
tepkimelere cevap veren hedef hiicre reseptdrlerine baglanmakta ve onlarla etkilesimde bulunmaktadirlar.
Biyoaktif peptitlerin insan sagligi iizerine; antihipertansif, antitrombik, opioid, antioksidatif ve antimikrobiyel,
bagisiklik sistemini diizenleyici ve biyotastyict etkileri bulunmaktadir (Meisel, 1997; Chabance ve ark., 1998;
Meisel ve Bockelmann, 1999; Korhonen ve Pihlanto-Leppal&, 2000).

Biyoaktif peptitlerin biyoyararlilig1 ve insan metabolizmasindaki etkileri uzun siireden beri ¢alisilmakta olup
iizerindeki tartigmalar halen devam etmektedir. Ayrica, fonksiyonel gidalarin biyoaktif peptitlerle

zenginlestirilmesi, bu peptitleri iceren fonksiyonel gida firiinlerinin satisa sunulmasi veya farmakolojik
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preparatlarda kullanimlariyla ilgili degisik yaklagimlar bulunmaktadir. Bu nedenle siitten veya peynir alti
suyundan (PAS) enzimatik hidrolizasyon (bitkisel ve mikrobiyal kaynakli) veya proteolitik aktiviteye sahip
starter kiiltiirlerin faaliyetleri sonucu iiretilmesiyle elde edilen biyoaktif peptitler, katma degeri yiiksek {iriin elde
etme agisindan biiyiik bir potansiyel olarak goriilmektedir (Korhonen ve Pihlanto-Leppdld, 2006; Korhonen,
2009). Konu ile ilgili yapilan ¢aligmalar incelendiginde; insan metabolizmasinda etkili olan tripsin, kimotripsin
gibi enzimler kullanilarak siit ve siit iirlinlerindeki bilesenlerden biyoaktif peptitlerin agiga ¢ikarilmasi ve
tanimlanmasi lizerine ilginin giderek arttig1 goriilmektedir (Meisel ve Bockelmann, 1999; Hernandez-Ledesma
ve ark, 2007). Bu nedenle, farkli tiir hayvan siitlerinin dogrudan kullanimiyla veya bu siitlerden {iretilen
peynirlerden elde edilen PAS’larin laktik asit bakterileri veya farkli enzimlerle muamelesi sonucunda Uretilen
biyoaktif peptitlerin eldesi tizerine ¢alismalar gerceklestirilmistir (Tsai ve ark., 2008; Abdel-Hamid ve ark.,
2017; Aguilar-Toala ve ark., 2017; Welsh ve ark., 2017). Konu ile ilgili bir ¢aligmada, ananasdan elde edilen
bromelain enzimi kullanilarak hidrolize inek siitii formiilasyonu gelistirilmistir (Mederios ve ark., 2014).
Arastirmacilar elde edilen iiriinde 3-10 kg/mol agirliginda biyoaktif peptitlerin oldugunu, iiriniin yag oranina
gore anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitdr aktivitesinin degisebildigini ve 100:1 (siit:enzim) oraninda
kullanilan enzim miktarinda yagsiz ve yarim yagl {irlindeki ACE inhibitor aktivitesinin sirasiyla % 35.67 ve %
43.94 diizeyinde oldugunu belirlemiglerdir. Yabani enginardan elde edilen enzimlerden biyoaktif peptit
iiretiminin incelendigi diger bir calismada (Tavares ve ark., 2011), bitkiden elde edilen proteolitik enzim
ekstraktinin PAS proteinlerinin hidrolizini gerceklestirdigi belirlenmistir. Calismada PAS’dan enzimatik
hidrolizi ile Ulser etkisine kars1 koruyucu 6zellik gosteren biyoaktif peptitlerin tiretilebilecegi tespit edilmistir.
Yapilan diger bir ¢caligmada (Barros ve ark., 2011), yabani enginar ¢igeklerinden elde edilen aspartik proteazin o-
laktalbumin’i bliyiik 6l¢iide parcaladigi, p-laktoglobulin’i ise ¢ok diisiik oranda hidrolize ettigi belirlenmistir.
Enzimin, her iki proteini pargalamasi sonucunda diisiik molekiil agirlikli peptitlerin olustugu belirlenmesine

ragmen, biyoaktif 6zellikleri hakkinda detayl bir bilgi bulunmamaktadir.

Laktik asit bakterileri artisanal ve geneksel gidalardan veya insanlarin farkli organlarindan izole
edilebilmektedir. Laktik asit bakterileri insan metabolimasindan olumlu etkilere sahip yararli metabolitleri
iretmekte ve bazi tiirleri probiyotik 6zellik gostermektedir (Masood ve ark., 2011). Guniimizde laktik asit
bakterileri iizerine birgok ¢alisma yiiriitiilmektedir. Laktik asit bakterilerinin starter kiiltiir olarak kullanildig:
gidalarin baginda fermente siit tiriinleri gelmektedir. Laktik fermentasyon sonucu, siitte bulunan proteinler (6r;
kazein, serim proteinleri) daha kiiglik peptitlere parcalanarak, opioid, mineral baglayici, ACE inhibitor,
antioksidan, antimikrobiyel ve hiicre duzenleyici ozellikler gostermektedir (Korhonen ve Pihlanto-Leppdlé,
2006; Venegas-Ortega ve ark., 2019). Le Blanc ve ark. (2002) Lactobacillus helveticus R389 ile fermente
ettikleri yagsiz siitte bagisiklik sistemi diizenleyici peptitlerin olusumunu incelemislerdir. Calismada sonucunda
fermente siitiin bilesiminde ti¢ farkli biyoaktif peptit fraksiyonunun olustugu ve s6z konusu fraksiyonlarin in vivo
ortamda bag dokusunda olusan fibrokarsom tiimdriine karsi karst antitiimor etki gosterdigi, IgA+B hiicrelerini
artigin1 saglayarak da bagisiklik sistemi giiglendirici etkilerinin oldugunu belirlemislerdir. Yapilan diger bir
calismada farkli tiirde mikrobiyel kiiltiirler kullanarak ACE inhibitor aktivitesi yiiksek fermente siitii iiretimi

incelenmistir (Chaves-Lopez ve ark., 2014), P. kudriavzevii KL84A, Lactobacillus plantarum LATS,
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Enterecoccus faecalis KEO6 birlikte kullanilmasiyla yiiksek ACE inhibit6r aktivitesine sahip fermente siit
iiretiminin gergeklestirilebilecegi belirlenmistir. Buna gore, s6z konusu fermente siitiin peptit i¢eriginin 2 mg/mL
diizeyinde oldugu ve 6°C’de 7 giin depolama siiresince fermente siitteki ACE inhibitér aktivitesinin baslangi¢
ACE inhibitor aktiviteye gore 2 kat, peptit igeriginin ise 1.7 kat artis gdsterdigi saptanmistir. Hamme ve ark.
(2009) ise asit ile pthtilagtirilmis kegi siitiinden elde edilen peynir alti suyunun Lactobacillus rhamnosus ve
Kluyveromyces marxianus ile fermentasyonu sonucunda sirasiyla % 52 ve % 45 oraninda ACE inhibitor

aktivitesine sahip fermente peynir alt1 suyunun iiretilebilecegini belirlemislerdir.

Literatiir verileri degerlendirildiginde, farkli proteolitik enzimler ve/veya laktik asit bakterileri kullanilarak
PAS’dan farkli fizyolojik etkilere sahip biyoaktif peptitlerin iiretim potansiyelinin bulundugu agik¢a
goriilmektedir. Bu galismada, probiyotik 6zellik gosteren Lactobacillus acidophillus ve Lactobacillus rhamnosus
saf kiltiirleri ile fermente edilmis PAS’in yanisira ananas, enginar ve kavun kabuklarindan elde edilen ve
sirasiyla bromelain, cardoon ve cucumisin proteolitik enzimlerini igerdigi bilinen ham enzim ekstraktlari ile
hidrolize PAS iiretimi gerceklestirilmis ve elde edilen iriinlerin bazi kimyasal ve biyolojik ozellikleri

incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Materyal
Calismada kullanilan PAS, Usak’da PAS tozu iiretimi yapan Usak Siit A. S. (Usak) firmasindan pastdrize sekilde

temin edilmistir. Isletmeye getirilen PAS, peynir isletmelerinde iiretilen beyaz peynir, kasar peyniri ve lor
peyniri yapimdan arta kalan PAS’larin karigimindan olugsmaktadir. Caligmada kullanilan tiim kimyasallar ve
standart maddeler analitik /kromatografik saflikta olup Merck (Darmstadt, Almanya) ve Sigma—Aldrich (St
Louis, ABD)’den satin alinnustir. Mikrobiyel fermentasyon igin kullanilan L. acidophillus (nu-trish® LA-5®, Chr
Hansen) ve L. rhamnosus (LGG® Grade G, Chr Hansen) saf kiiltiirleri dondurularak kurutulmus (freeze dry)
olarak Chr. Hansen (Istanbul, Tiirkiye) firmasindan temin edilmis ve soguk zincir muhafaza edilerek
laboratuvara getirilmistir. Mikrobiyolojik analizlerde kullanilan besiyerleri LabM (Lancashire-ingiltere) ve

Sigma-Aldrich (St Louis, ABD) firmalarindan satin alinmigtir.

Yontem
Peynir Altt Suyunun Pastorizasyonu: Calismada kullanilan PAS’in pastdrizasyonu temin edilen isletmede
(Usak Sit, A.S., Usak) bulunan plakali 1s1 degistirici sistem (EDM-PAST -1500, Edelmak Mak. San Tic. Konya)
ile 85°C’de 15-30 sn seklinde olarak gergeklestirilmistir. Daha sonra aseptik sekilde 2 L’lik siselere konularak
hizlica mikrobiyel fermentasyon ve enzimatik hidroliz islemleri i¢in hazirlanmistir.

Peynir Alti Suyunun Probiyotik Bakteriler ile Fermentasyonu: Fermentasyon islemi i¢in, pastorize PAS’in
pH’s1 6.68’¢ 0.1 N steril NaOH ile ayarlanmig ve aseptik kosullarda fermentasyon siselerine 500 mL’lik 6 esit

kisma ayrilmistir. Daha sonra PAS o6rneklerine yaklasik 6 log diizeyinde L. acidophillus ve L. rhamnosus
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bakteri soliisyonlari inokiile edilmistir. inokiilasyondan sonra PAS’larin son pH’lar1 4.7-.4.6 olacak sekilde
37°C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakilarak fermente edilmistir. Fermentasyon, L. acidophillus igin
mikroaerobik olarak 150 rpm karigtirma hizinda, L. rhamnosus ise anaerobik olarak inkiibatorde
gergeklestirilmigtir (DAIHAN, 1S-30, Guney Kore). Fermentasyonun 6., 12. ve 24. saatlerinde PAS

orneklerinden alinarak biyokimyasal ve mikrobiyolojik analizler gergeklestirilmistir.

Bitkisel Ham Enzim Ekstraktlarinin Hazirlanmasi: PAS’larin enzimatik hidrolizi i¢in ananas, enginar ve
kavun kabuklarindan ultra saf su ile elde edilen ham enzim ekstraktlari kullanilmistir. S6z konusu ham enzim
ekstraktlarinin elde edilmesinde Konrad ve ark. (2014)’nin 6nerdigi metot modifiye edilmistir. Bu amagla,
ananas, enginar ve kavun kabuklar1 etiivde 50°C’de 3-5 giin kurutularak laboratuvar tipi blendardan gegirilmistir.
Daha sonra, toz haline gelen kabuklardan 25 g tartilmis ve cam siselere aktarilmistir. Orneklerin tizerine 250 mL
ultra saf su ilave edilerek oda sicakliginda 150 rpm’de 24 saat galkalanmis ve ham ekstraktlar bir tiilbentten
stiziilerek 250 mL’lik beherlere alinmustir. Beher igerisinde bulunan ekstraktlara % 30 doygunluga ulasana kadar
amonyum silfat +4°C’de eklenerek karistirilmigtir. Daha sonra ekstraktlar 4000 rpm’de 20 dakika boyunca
santrifiij (Lab 312, Tiirkiye) edilmistir. Santrifiij sonunda berrak supernatant siiztilmiis ve kalint1 kisma tekrar 30
mL ultra saf su eklenmistir. Saf su eklenen ekstraktlar diyaliz membranina (Spectrum, Spectra/Por 1 Dialysis

Tubing, 6-8 kD MWCO) alinarak saf suya kars1 +4°C’de 24 saat boyunca diyalizi ger¢eklestirilmistir.

Peynir Altt Suyunun Enzimatik Hidrolizi: PAS’ 1 enzimatik hidrolizi i¢in ananas, kavun ve enginardan elde
edilen ham enzim ekstraktlar kullanilmistir. Hidroliz islemi i¢in PAS mikrobiyolojik fermentasyonda oldugu gibi
hazirlanmigtir. Daha sonra PAS 6rneklerine ham enzim ekstraktlarindan 10 mL ilave edilerek hidroliz islemi
gergeklestirilmistir. Hidrolizasyon 37°C’de, 150 rpm karistirma hizinda 24 saat siirdiirilmiistiir. Hidroliz
siresince 6., 12. ve 24. saatlerde PAS 6rneklerinden numuneler alinarak hizlica enzim aktivitesini yavaglatmak

i¢in 5°C’ye sogutulmustur. Daha sonra 6rnekler hizlica -30°C’ye dondurulmustur.

Kimyasal Analizler

Genel Kompozisyon: Caligmada kullanilan PAS’m pH, kurumadde ve kiil miktarinin belirlenmesi Bradley ve
ark. (1992)’a gére yapilmistir. Orneklerin protein miktar1 Kjeldahl yontemi ile belirlenmistir (Bradley ve ark.,
1992).

Ham Enzim Ekstraktlarin Proteolitik Aktivitesi: Ananas, kavun ve enginar kabuklarindan elde edilen ham
enzim ekstraktlarinin proteolitik aktiviteleri spektrofometrik olarak Konrad ve ark. (2014)’e gore yapilmistir. Bu
metotta spesifik olmayan proteaz aktivitesi, kazein’in substrat olarak kullanilmasiyla belirlenmektedir. Bitkisel
ham enzim ekstraktlarinin proteolitik aktivitesi daha 6nceden olusturulmus tirozin grafigi yardimiyla Ul/mL

enzim ekstrakti olarak belirlenmistir.

Jel Elektroforez Yontemiyle Hidroliz Dizeyinin Belirlenmesi: Fermente ve hidrolize PAS proteinlerinin
hidroliz diizeylerinin belirlenmesi amaciyla SDS-PAGE jel elektroforez yontemi kullanilmistir. Bu amag igin
Biorad firmasindan Tris-Tricine Precast Gel (16.5% 1.5-30 kD, Biorad, ABD) temin edilmistir. Fermentasyon

ve enzimatik yollarla hidroliz edilen peynir alt1 sular1 dncelikle 15 mL’lik falkon tiiplerine alinarak 4000 rpm’de
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20 dk santrifiij edilmis ve santrifiij edilen numunelerin orta kismindan 50 pL 6rnek eppendorf tiiplerine alinarak
50 pL ultra saf su ile seyreltilmistir. Daha sonra, eppendorf tiipiiniin igerisine 25 pL tricine 6rnek tamponu (200
mM Tris-HCI, pH 6.8, % 2 sodyum dodesil sulfat - SDS, %40 gliserol, %0.04 Coomassie Brilliant Blue G-250,
2% B-mercaptoethanol, Biorad, ABD) eklenerek 15 dk vorteks uygulanmistir. Hazirlanan 6rnekler 95°C’deki su
banyosunda 6.5 dk. bekletilerek protein denatiirasyonu gergeklestirilmistir. SDS-PAGE elektroforez (nitesine
yerlestirilen jel kuyucuguna her biri 14 pL olacak sekilde numuneler ve protein standardi (Precision Plus
Protein™ Dual Xtra Standards (2-250 kD, Biorad-ABD) yiiklenmistir. Numuneler, 60 V’da 10 dk., 80 V’da 125
dk. buffer ortaminda (10xTris/Tricine/SDS buffer, Biorad-ABD) jelde yiiriitiilmistiir. Elde edilen jellerin asetik
asitte 20-30 dk. fiksasyonu, %0.1°lik Coomassie Blue R250 boya ¢0zeltisi icerisinde 24 saat boyamasi ve
calkalayici lizerinde 24 saat siireyle methanol:asetik asit ¢ozeltisinde (1:1) yikamasi yapilarak protein bantlarinin
goriiniir hale gelmesi saglanmistir. Daha sonra, jellerin goriintiileri UV Transilluminator’e alinarak fotograflar
cekilmigtir. Jel fotograflarnin Gel Analyser 2010 (Freeware, from Dr. Istvan Lazar) jel goriintiileme paket

programiyla protein bantlarmin yogunluklar belirlenmistir.

Peynir Alt1 Suyunun Biyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Antioksidan Aktivite: Fermente ve hidrolize PAS orneklerinde antioksidan aktivite iki farkli yontem ile
belirlenmistir. Bunlar; Benvenuti ve ark. (2004) tarafindan 6nerilen DPPH (2,2-difenil-1- pikrilhidrazil) yontemi
ve Apak ve ark. (2004) tarafindan énerilen CUPRAC (Bakir indirgeyici Antioksidan Kapasite) yontemidir. Her
iki yontemde de fermentasyon ve enzimatik yolla hidroliz edilen PAS oOrnekleri seyreltme yapilmadan

kullanilmustir.

Anjiyotensin-Déniigtiiriicii Enzim (ACE) Inhibitor Aktivitesi: PAS 6rneklerinde ACE inhibitdr aktiviteleri
Cushman ve Cheung (1971) tarafindan gelistirilen yonteme gore yapilmistir. ACE inhibitdr aktivitesinin
Olculmesinde fermente ve hidrolize PAS 6rnekleri dogrudan kullanilmis olup Sanli ve ark. (2018) metot

kosullar1 takip edilmistir.

Antimikrobiyel Aktivite: PAS drneklerinde antimikrobiyel aktivite disk difiizyon yontemiyle Cherrat ve ark.
(2013)’e gore gergeklestirilmistir. Fermente ve hidrolize PAS 6rneklerinin patojenler Gzerine inhibisyon etkisini
belirlemek i¢in Escherichia coli ATTC 25922, Staphylococcus aureus ATTC 6538, Listeria monocytogenes 4c
RSKK 476, ve Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 700408 bakteri suslari
kullanilmigtir. Pozitif kontrol olarak spiramisin (100 pg) ve eritromisin (100 ug) antibiyotiklerinin soliisyonlari

kullanilmustir.

Mikrobiyolojik Analizler

Probiyotik Bakterilerin Sayimi: PAS 1 fermentasyonu sirasinda probiyotik mikroorganizmalarin mikrobiyel
gelisimlerini izlemek igin mikrobiyolojik sayimlar1 gergeklestirilmistir. L. acidophilus saymmi i¢in modifiye
MRS-Agar besiyeri (1.5 g/L safra tuzlari igeren), L. rhamnosus sayimi igin modifiye MRS-Agar (%0.04 ¢
bromkresol yesil) kullanilmistir. Uygun diliisyonlar hazirlanarak s6z konusu bakterilerin dokme plak yontemiyle
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ekimleri yapilmigtir. Ekim yapilan petriler L. acidophilusicin mikroaerofilik, L. rhamnosus ise
anaerobik kavanozda (Anaerocult® A, Merck) ve Anaerocult® A (Merck) anaerobik kit varliginda anaerobik
kosullarda 37°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmis ve bu siire sonunda gelisen koloniler sayilmistir. Probiyotik

bakterilerin sayilart log kob/mL olarak ifade edilmistir (Dave ve Shah, 1996; Kailasapathy ve ark., 2008).

istatistiksel Analizler

Calismada, PAS o6rneklerinin kimyasal ve biyokimyasal 6zelliklerindeki farkliliklart belirlemek amaciyla cift
yonli (two-way ANOVA) varyans analizi teknigi kullanilmistir. Fermantasyon siiresince probiyotik bakterilerin
sayilarinda meydana gelen degisimler tek yonlii varyans (One-way ANOVA) teknigi ile analiz edilmistir.
Istatistiksel olarak &nemli olan farklhiliklarin karsilastirilmasi icin TUKEY ¢oklu karsilastirma testinden
yararlanilmugtir. (Sheskin, 2004). Tiim istatistiksel analizlerin yapilmasinda SPSS for Windows (version 20.0) ve

Minitab (version 16) paket programlari kullanilmustir.

Bulgular ve Tartisma

Genel Kompozisyon

Calismada kullanilan PAS’in kurumadde ve protein miktari, temin edildigi isletmede ultrafiltrasyon yoluyla %
siit bilesimine yakin olacak sekilde ultrafiltrasyon sistemi ile (~10 °Bx, ve ~% 3 protein) ayarlanmistir. Genel
bilesimin belirlenmesi i¢in yapilan analizlerde, PAS 6rneginde kurumadde, asitlik (pH), protein ve kiil miktari
sirastyla % 8.06, 7.1 pH, % 2.10 ve % 1.16 olarak tespit edilmistir. Blaschek ve ark. (2007) yaptiklar1 bir
calismada Cheddar peyniri tiretiminden arta kalan tatli PAS’da ortalama % 6.6 toplam kurumadde, % 0.2 yag,
% 0.8 protein ve % 0.2 tuz miktar1 oldugu belirlenmistir. Yapilan diger bir ¢alismada (Lievore ve ark., 2015),
Brazilya’nin Parana ilinde toplanan asit PAS drneklerinin ortalama % 5.57 toplam kuru madde, % 0.84 protein,
% 0.61 kil ve % 1.18 laktoz igerdigi bildirilmistir. Buna gore, ¢alismada ultrafiltrasyon yoluyla bilesimi
ayarlanan PAS 6rneginin bilesiminin higbir islem gdrmemis tatli veya asit PAS o6rneklerine gore biraz daha

yiiksek oldugu goriilmektedir.

Bitkisel Ham Enzim Ekstraktlarimin Proteolitik Aktiviteleri

Yapilan spesifik olmayan proteaz aktivitesi analizi sonucunda, ananas, kavun ve enginar kabuklarindan elde
edilen enzim ekstraktlarinin proteolitik enzim aktiviteleri sirastyla 5.066, 4.921 ve 5.514 Ul/mL enzim ekstrakti
olarak belirlenmistir. Enginardan elde edilen ham enzim ekstraktinin proteolitik aktivitesinin diger ekstraktlara
gore daha yiiksek oldugu séylenebilir. Ancak, SDS-PAGE analizlerinde kavundan elde edilen ham enzim
ekstraktinin PAS proteinlerini par¢alamasi daha yiiksek oldugu goézlenmistir. Bu durumun, analizde substrat
olarak kazein proteininin kullanimindan kaynaklandig: disiiniilmektedir. Clinkii, proteinlerin yapisal diizeninden

ve protein-enzim arasindaki etkilesimlerden enzim aktivitesinin etkilendigi bilinmektedir. Literatiirde, bitkisel
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kaynaklardan elde edilen enzimlerin aktiviteleri farkli yontemlerle belirlenmis ve sonuglar ¢ok fazla degiskenlik
gostermektedir. Lestari ve Suayta (2019) yaptiklar1 bir ¢alismada ananas kabuklarindan elde ettikleri bromelain
ham ekstraktinin proteolitik aktivitesini 55°C’de 8.333 Ul/mL enzim ekstrati olarak belirlemislerdir. Yapilan
diger bir ¢aligmada (Esposito ve ark., 2016), enginar kabuklar1 ve alp devedikeni ¢i¢eginden elde edilen aspartik
proteaz enzim ekstraktlarinin toplam enzim pihtilastirma aktivitelerini (enzyme clotting activity) 9.26 U ve
320.24 U olarak belirlemiglerdir.

Fermente ve Hidrolize Peynir Alt1 Sularinda Probiyotik Bakterilerin Gelisimleri

Fermente PAS orneginde L. acidophilus ve L. rhamnosus’un mikrobiyel gelisimleri Sekil 1’de gosterilmistir.
Fermentasyon siiresince her iki probiyotik bakterinin sayisinin 6 log kob/mL diizeyinden oldugu, L. acidophilus
sayisinda ortalama 0.39 log kob/mL diizeyinde ve L. rhamnosus’da ise 1.09 log kob/mL diizeyinde bir artisin
meydana geldigi belirlenmistir. Fermentasyon siiresince L.rhamnosus sayisindaki artis 6nemli bulunurken

(p<0.05), L. acidophilus sayisindaki artig istatistiksel olarak dnemli olarak bulunmamistir (p<0.05).

1 & L. acidophilus L. rhamnosus

]
L
-

______Ek

[

Mikroorganizma sayisi (log kob/mL)

\

3 12 24
Fermentasvon Siiresi (saat)

Sekil 1. Fermentasyon siiresince probiyotik bakterilerin peynir alt: suyundaki mikrobiyel gelisimleri
A8 Farkl biiyiik harflerle gésterilen L. acidophilus’a ait ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

b Farkl kiigiik harflerle gésterilen L. rhamnosus’a ait ortalamalar arasindaki fark onemlidir (p<0.05).

Probiyotik bakterilerin fermente PAS’daki mikrobiyel gelisimlerinden elde ettigimiz bulgular yapilan bazi
calismalarla benzerdir (Virtanen ve ark., 2007; Pescuma ve ark., 2008). Pescuma ve ark. (2018) yaptiklar1 bir
caligmada, Streptococcus thermophilus CRL 804, Lactobacillus acidophilus CRL 636 ve Lactabacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 454 kullanilarak fermente edilen rekonstitiiye PAS tozunun fonksiyonel
icecek tiretim potansiyelini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda, L. acidophilus CRL 636’nin hem 37°C hem de
42°C’de 24 saat fermentasyon siiresince mikrobiyel gelisiminin ortalama 2.5 log kob/mL oldugu ve
fermentasyon siiresince PAS’daki a-laktalbumin’in pargalanmasinin B-laktoglobulin’den (2.3-3.4 kat) daha fazla

oldugunu belirlemiglerdir. Siit endiistrisinde kullanilan ¢esitli starter kiiltiirlerle fermente edilen siitlerdeki
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mikrobiyel gelisim ve antioksidan aktivitenin incelendigi bir caligmada (Virtanen ve ark., 2007), yagsiz siitiin L.
acidophilus ile 24 saatlik fermentasyonu suresince L. acidophilus’un hiicre sayisinda 4 log kob/mL’luk bir

artisin meydana geldigi belirlenmistir.

Fermente ve Hidrolize Peynir Alt1 Sularimin Antioksidan Aktiviteleri

Oksidatif stress, oksijen ve azot reaktiflerinin tiretim miktarinin artmasi ve viicudumuzdaki endojen antioksidan
mekanizmasinin yetersiz kalmasi ile olugsmaktadir. Oksidatif stress, viicudumuzda yasam boyunca meydana
gelebilecek hastaliklarin baglamasina ve ilerlemesine neden olan 6nemli bir faktordiir. Antioksidan maddelerin
gunlik diyetimizde bulunmasi viicudumuzdaki endojen antioksidan mekanizmasini gii¢lendirmektedir (Usta ve
Yilmaz Ersan, 2013; Mann ve ark., 2019). Siit ve siit iiriinlerinde bulunan antioksidan 6zellikteki biyoaktif
peptitlerin serum proteinlerinden salindigi/olustugu ve 6zellikle metiyonin, sistein gibi kukirt igeren amino
asitler, tirozin, triptofan, histidin gibi aromatik 6zellige sahip aminoasitler ile lizin iceren peptitlerin antioksidan
ozelliklerinin oldugu belirtilmektedir. S6z konusu amino asitlerden kiikiirt icerenler, aktif SH gruplari
bulundurduklart i¢in dogrudan radikaller ile etkilesime girebilmektedir. Aromatik yapidaki aminoasitler ise
yapilarindaki hidrojen atomlarini elektron eksigi bulunan radikallere vererek antioksidan &zellik
gostermektedirler (Gur ve ark., 2010; Mann ve ark., 2019). Temel olarak antioksidan maddelerin serbest
radikaller ile kimyasal reaksiyona girme mekanizmalar1 ¢ok farkli olabilmektedir (Orn; hidrojen atomu verme,
tek elektron verme, metal iyonlarmm sgelatlanmasi). Bu nedenle, antioksidan o6zellikteki bir maddenin
antioksidan aktivitesi en az iki farkli metot ile belirlenmelidir (Kirca ve Ozkan, 2010; Biiytiktuncel, 2013;
Santos-Sanchez ve ark., 2019). Bu gercevede, yapilan bu ¢aligmada CUPRAC ve DPPH yontemleri ile PAS
drneklerinin antioksidan aktivitesi 6l¢iilmistiir. Fermente ve hidrolize PAS 6rneklerinin antioksidan aktiviteleri
Cizelge 1’de gosterilmistir.

PAS 6rneklerinin DPPH yontemine gore belirlenen antioksidan degerleri incelendiginde, kontrol grubu ve L.
rhamnosus ile fermente olan PAS 6rnegi hari¢ diger tiim peynir alti sularinin ECs degerlerinin 24 saatlik
fermentasyon siiresince 6nemli derecede azaldigi (p<0.05), diger bir deyisle antioksidan aktivite degerlerinin
artis gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle ananas, enginar ve kavun kabuklarindan elde edilen ham bitkisel enzim
ekstraktlartyla hidroliz edilmis PAS orneklerinin ortalama ECsy degerinde % 35-53 arasinda bir azalmanin
meydana geldigi belirlenmistir. L. acidophilus ile fermente edilmis ve edilmemis (kontrol) PAS 6rneklerinde ise
bu degerin sirasiyla % 16.20 ve % 8.74 oraninda bir azalmanin oldugu tespit edilmistir. Elde edilen verilere gore,
PAS’in proteolitik aktiviteye sahip bitkisel ham enzim ekstraktlartyla hidroliz edilmesiyle antioksidan
biyoaktiviteye sahip biyoaktif peptitlerin olusumunun Lactobacillus cinsi probiyotik bakteriler ile fermente
edilen PAS’da daha yiiksek oldugu sdylenebilir. Nitekim, ¢alismamizdaki sonuglara benzer olarak proteolitik
aktiviteye sahip bitkisel enzim ekstraktlariyla PAS proteinlerinin hidrolize edildigi calismalarda antioksidan
aktivitenin arttig1 saptanmustir (Tavares ve ark., 2011; Rocha ve ark., 2017). Kontrol grubundaki antioksidan
aktivite artisinin ise SH gruplarinin molekiiler etkilesimlerine ve kompleks reaksiyonlarina baglanabilir (Owusu-

Apenten, 2005).

285



Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi Tas & Giineser

Journal of Agricultural Faculty of Bursa Uludag University Aralik/2021, 35(2)

Peynir alti sularinin CUPRAC ydntemine gore belirlenen antioksidan degerleri incelendiginde, DPPH
yontemiyle elde edilen bulgulara benzer olarak fermente ve hidrolize PAS 6rneklerin antioksidan aktivite
miktarlarinda 6nemli bir artisin meydana geldigi belirlenmistir. Ozellikle L. acidophilus ile fermente edilen PAS
orneginin 24 saatlik fermentasyon sonunda CUPRAC degerinin dolayisiyla antioksidan aktivite degerinin
yaklagik 4.5 kat artig gosterdigi belirlenmigtir. Diger taraftan, kavun kabuklarindan elde edilen ham enzim
ekstrakt: ile hidrolize PAS orneklerinin diger enzim ekstraktlari ile hidrolize peynir alti sularina gdre daha

yiiksek antioksidan 6zellik gosterdigi tespit edilmistir.

Yirmi dort saatlik uygulama siresince fermente ve hidrolize PAS 6rneklerindeki antioksidan aktivite artigi
hem CUPRAC hem de DPPH yontemi ile belirlenmistir. Peynir alt1 sularinda meydana gelen antioksidan aktivite
artiglarinin kullanilan yonteme gore farklilik gostermesi daha oncede ifade edildigi gibi antioksidan aktivite
belirleme yontemlerinin farkli prensiplere dayanmasi ve olusan antioksidan maddelerin, bu ydntemlerde
kullanilan sentetik radikallerle farkli sekillerde etkilesime girmelerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Rocha
ve ark. (2017) yaptiklar1 bir ¢aligmada, Salpichroa origanifolia (vadi zambagi) bitkisinin meyvelerinden elde
ettikleri aspartik proteazi serbest ve glutaraldehit agoroz ile immobilize ederek PAS protein konsantratini
hidroliz etmislerdir. Daha sonra elde edilen PAS hidrolizati ultrafiltrasyon islemiyle 10 kDa’dan biiyiik, 3-10
kDa arasinda ve 3 kDa’dan kiigiik fraksiyonlarina ayirip antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Calisma
sonucunda, 3 kDa’dan kii¢lik fraksiyonlarin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu, PAS konsantratinin
(hidrolize olmamuis) ise en diisiik antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Buna gore, aragtirmacilar
PAS proteinlerinin hidroliz derecesinin artmasi ile antioksidan aktivitenin arttigin1 belirlemiglerdir. Yapilan diger
bir ¢alisgmada (Neto ve ark., 2019), Eupenicillium javanicum ve Myceliophthora thermophile kiiflerinden elde
edilen fungal enzimlerin PAS’m hidrolizinde kullanilabilecegi belirlenmistir. Caligmada, her iki kiiften elde
edilen enzimin PAS proteinlerini hidroliz etme miktarinin % 15-20 arasinda oldugu ve DPPH radikalini en
yiiksek inhibe oraninin % 16.21 olarak M. thermophile’den elde edilen enzim ile gergeklesebildigi saptanmigtir.
Correa ve ark. (2014) ise koyun siitiinde elde edilen peynirden arta kalan PAS’in Bacillus sp. P7 susundan elde
edilen proteaz ile hidroliz ederek antioksidan ve ACE-inhibitor aktivite 6zelliklerini incelemislerdir. Calisma
sonucunda, koyun siitii PAS’inin Bacillus sp. P7 susundan elde edilen proteaz ile 6 saat boyunca hidroliz
edilmesi ile ABTS radikalinin inhibisyonunu % 51.30, Fe+2 selatlama aktivitesini ise % 38.28 oraninda
sagladig belirlenmistir. Ledesma ve ark. (2005) ise ticari olarak satilan pepsin, tripsin, kimotripsin, termolisin,
Corolas PP enzimleri ile saf a-laktalbumin ve B-laktoglobulin proteinlerinin hidroliz edilmesi ile olusan protein
hidrolizatlar1 ve bu hidrolizatlarin 3kDa’dan kii¢iik fraksiyonlarinin antioksidan &zelliklerini incelemislerdir.
Aragtirmacilar, Corolas PP enziminin her iki serum proteininden antioksidan O6zellikteki biyoaktif peptit

iiretminin daha yiiksek oldugunu belirlemiglerdir.

Sonu¢ olarak arastirmada elde edilen bulgular ile literatiirdeki bulgular birlikte degerlendirildiginde,
mikrobiyel enzimler ve bitkisel enzim ekstraktlariyla elde edilen PAS hidrolizatlarinin antioksidan aktivite
sonug¢larmin enzimin ¢esidi, enzim/substrat oran1 ve uygulama siiresine bagli olarak c¢ok degisken oldugu
goriilmiistiir. Ayrica, antioksidan aktivitenin belirlenmesinde kullanilan metotlarin farkli olmast da sonuglari

etkileyen énemli bir parametredir.
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Cizelge 1. Fermente ve hidrolize PAS 6rneklerinin antioksidan aktiviteleri
ECs degeri (uL. PAS)£S.S
Ornek Fermentasyon/Hidroliz stiresi (saat)
6 12 24
Kontrol 1293.44+0.01% 1496.40+0.01" 1183.82+0.017%2
L. acidophilus 1171.05+195.93% 1164.13+148.22** 980.93+88.36
L.rhamnosus 1543.50+0.01 A52 1465.99+0.01 1567.63+0.01"
Kavun 1425.57+125.27452 1218.58+0.01°% 841.30+147.90%°
Ananas 1607.67+105.46"°2 1494.99+31.505" 740.08+6.97%°
Enginar 1780.26+0.01" 1612.32+0.01/%® 1157.01+0.0148°
p degeri: 0.01
| |

CUPRAC (mg Troloks/L PAS )+S.S

Ornek Fermentasyon/Hidroliz stiresi (saat)
6 12 24

Kontrol 112.72+16.94" 103.27+4.16% 99.66+6.66°
L. acidophilus 108+10.55"° 228+5.0"" 487 44247 .22%
L.rhamnosus 136.88+1.66™ 165.50+1.9482 152.72+10.27%
Kavun 155.50+5.274° 229.11+3.88"° 332.16+15.27%
Ananas 108+4.44"" 195.50+14.72" 166.33+9.44%%
Enginar 85.22+0.1" 108.27+2.50% 128+1.11%

p degeri : 0.01

AD Ay fermentasyon/hidroliz siiresinde farkli biiyilk harflerle gosterilen uygulamalara ait ortalamalar arasindaki farklar
onemlidir (p<0.05).*°Aym uygulamaya ait farkli kii¢iik harflerle gosterilen fermentasyon/hidroliz ortalamalar1 arasmda
farklar énemlidir (p<0.05). S.S: standart sapma

Fermente ve Hidrolize Peynir Alt: Sularinin ACE inhibitor Aktiviteleri

ACE inhibitor peptitler ACE’yi inaktif hale getirerek kan basmcimi/tansiyon diisiirlicii etki gosterirler. Gida
dirtinleri igerisinde, siit ve siit iiriinleri kaynakli biyoaktif peptitlerin 6zellikle ACE inhibitor etkisinin oldugu
yapilan bircok calisma ile kanitlanmistir (Guo ve ark., 2019; Pereira de Souza ve ark., 2019; Pérez ve ark.,
2019). Siit ve siit tirlinlerinde ACE inhibitor aktivitesine sahip biyoaktif peptitlerin olusumunun kazein proteini
ve serum fazinda bulunan B-laktoglobulin ve a-laktalbumin proteinlerinden kaynaklandig: ifade edilmektedir
(Pihlanto-Leppdld, 2001). Cizelge 2’de fermente ve hidrolize PAS 6rneklerinin ACE inhibitor aktiviteleri
gosterilmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda fermente ve hidrolize edilmis PAS 6rneklerinin ACE inhibitor
aktivitelerinin yapilan uygulamanin ¢esidine ve siiresine baglh olarak degisim gosterdigi bulunmustur (p<0.05).
Buna gore; kontrol grubu (fermente/hidroliz olmayan PAS) hari¢ hem probiyotik mikroorganizmalarla fermente
edilen hem de enzimatik olarak hidoliz edilmis PAS 6rneklerinin ACE inhibitor aktivitelerinde 6nemli bir artigin
meydana geldigi tespit edilmistir.

Fermentasyon uygulamasi ele alindiginda; 24 saatlik fermentasyon sonunda, L. acidophilus ile fermente olan
PAS’m ACE inhibitor aktivitesinin L. rhamnosus ile fermente olan PAS’dan daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Enzimatik hidroliz uygulamasi incelendiginde ise 24 saat sonunda kavundan elde edilen ham enzim ekstrakti ile
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hidroliz edilmis PAS o6rneklerinin ACE inhibitoér aktivitesi ananas ve kavundan elde edilen ham enzim
ekstraktlartyla hidroliz edilmis PAS 6rneklerinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge 2). Tiim PAS
ornekleri birlikte degerlendirildiginde, ACE inhibitor aktivitesindeki artigin en yiiksek 6.48 kat ve 3.29 kat
olarak sirasiyla L. rhamnosus ile fermente edilen ve enginardan elde edilen ham enzim ekstrakti ile hidroliz
edilmis PAS Orneklerinde oldugu belirlenmistir. PAS 6rneklerindeki ACE inhibitor aktivitesi artisinin hem
probiyotik bakterilerle fermentasyon hem de bitkisel ham enzim ekstraktlari ile hidroliz sonucunda olusan

biyoaktif peptitler ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

Cizelge 2. Fermente ve hidrolize PAS 6rneklerinin ACE inhibitor aktiviteleri

ACE Inhibitér Aktivitesi (%) = S.S ACE inhibitor

Ornek Fermentasyon/Hidroliz siiresi (saat) Akt1Y|Fe5|ndek|
5 o 24 Degisim (kat)

Kontrol 24.07+0.01°° 43.05+0.01% 28.70+0.01°" 1.19
L. acidophilus 48.18+0.01"° 31.48+0.46%° 97.22+0.01" 2.02
L.rhamnosus 10.64+0.01F° 17.12+0.01°° 68.98+0.01¢ 6.48
Kavun 40.24+3.74%° 34.49+1.62°° 85.18+0.01% 2.11
Ananas 37.50+0.01%° 65.74+0.01" 69.44+0.01% 1.85
Enginar 22.22+0.01° 14.81+0.01°° 73.14+0.01% 3.29
p degeri: 0.01

ADAym fermentasyon/hidroliz siiresinde farkli biyiik harflerle gosterilen uygulamalara ait ortalamalar arasindaki farklar
onemlidir (p<0.05). *°Aym uygulamaya ait farkli kiiciik harflerle gésterilen fermentasyon/hidroliz ortalamalar1 arasinda
farklar 6nemlidir(p<0.05). S.S: standart sapma

Calismamizda elde edilen bulgulara benzer olarak, literatiirde PAS proteinlerinin enzimatik hidroliz,
mikrobiyel fermentasyon, 1s1l islem gibi farkli uygulamalar sonucunda ACE inhibitor aktivitesinin yiikseldigi
veya ACE inhibitdr Ozelligine sahip biyoaktif peptitlerin salindigma/olustuguna iliskin bir¢cok c¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢er¢evede, Pérez ve ark., (2019) yaptiklar1 bir ¢aligmada enkapsiile Bacillus subtilis ile inek
siitlinden iiretilen peynirlerden arta kalan PAS hidrolize edilmis ve hidrolize PAS kosantratinda bulunan
antihipertansif ve antioksidan 6zellikteki peptitler incelenmistir. PAS konsantratinin 6 saat boyunca 50°C’de
enkapsule Bacillus subtilis ile hidrolizasyon islemi sonucunda PAS proteinlerinin yaklasik % 40’nin hidroliz
oldugu tespit edilmistir. Arastiricilar, enkapsiile Bacillus subtilis ile hidrolize edilmis PAS konsantratinda
bulunan 3-11 kDA arasi ve 3 kDA’dan kiigiik molekiil agirhigindaki peptit fraksiyonlarmin ACE inhibitor
aktivitelerini sirastyla % 82.33 ve % 63.37 bulurken, serbest hiicrelerle hidrolize edilmis PAS konsantratinin
ayn1 molekiil agirligina sahip peptit fraksiyonlarinda ise ACE inhibitor aktivitelerini sirasiyla % 68.89 ve %
23.75 olarak belirlemislerdir. Farkl: siit ve siit iiriinlerinden izole edilen mikrobiyel flora ile fermente edilen kegi
stitiiniin asitlendirilmesiyle elde edilmis PAS’in proteoliz ve ACE inhibitor aktivitesinin degerlendirildigi diger
bir ¢aligmada (Hamme ve ark., 2009), Bamalou des Pyrenees peynirinden ekstrakte edilen mikroflora ile PAS’1n
fermentasyonu sonucunda a-laktalbumin’in % 99.6’smin, p-laktoglobulin’in ise % 7.6’smin hidrolize oldugu ve

hidroliz islemi sonucunda ACE inhibitor aktivitesinin % 61.2 oldugu saptanmistir. Calismada Bamalou des
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Pyrenees peynirinden ekstrakte edilen mikrofloranin ise taksonomik olarak Kluyveromyces marxianus ve
Lactobacillus rhamnosus oldugu tanimlanmigtir. Lacroix ve ark., (2016) yaptiklart bir c¢alismada ticari
Thermoase PC10F, Peptidase R, and ProteAX ve Accelerzyme® enzimlerini kullanarak PAS izolatindan elde
edilen hidrolizatlarn ACE ile Dipeptil-Peptidaz IV (DPP-1V) inhibitér aktivitesini incelemislerdir.
Arastirmacilar, 6ncelikle PAS izolatin1 Thermoase PC10F enzimi ile hidrolize etmisler ve hidrolize olan PAS
izolatinin supernant kismini Peptidase R, ProteAX ve Accelerzyme® enzimleri ile her bir enzim i¢in optimum
calisma kosullarinda yeniden hidrolize etmiglerdir. ACE inhibitdr aktivite gosteren PAS hidrolizatlarin
siralamasi en yiiksekten en diisiige dogru Thermoase PC10F > Accelerzyme®, Peptidase R > ProteAX seklinde
belirlenmistir. Literatiirde, ACE inhibitor aktivitesi seviyesinin % 70-90 arasinda olmasmin genellikle yiiksek
olarak kabul edildigi bildirilmektedir (Pérez ve ark., 2019). Buna gore; 24 saat fermente veya hidrolize edilen
PAS’in ACE inhibitor aktivitesinin yiiksek oldugu séylenebilir. Ozellikle L. acidophilus ile fermente edilmis
PAS orneklerinin % 97 gibi ylksek oranda ACE inhibitor aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu 6rnegi,
% 85 ile kavundan elde edilen ham enzim ekstrakti ile hidrolize edilmis PAS ornegi takip etmistir. Ornekler
arasindaki ACE inhibitor aktivite farkliliklarinin proteoliz seviyelerin farkli olmasindan ve kullanilan enzim ve
mikroorganizma c¢esidinden kaynaklandigi diisliniilmektedir. Ayrica, ¢alismadan elde edilen ACE inhibitor

aktivitelerine ait bulgularin literatiirdeki bulgularla uyumlu oldugu goriilmektedir.

Fermente ve Hidrolize Peynir Alt1 Sularinin Antimikrobiyel Aktiviteleri

Hidroliz sonucu olusan peptitlerin antimikrobiyel etki mekanizmalar1 tam aydinlatilmamis olmakla beraber
bakteriyel membrandaki anyonik lipidlerin pozitif yiiklerin etkisiyle stabilizasyonunun bozuldugu ve membran
yapisinin par¢lanmamasina neden oldugu diisiiniilmektedir. Diger taraftan, katyonik peptitlerin, hiicre digindaki
potasyum (K") gecirgenligini artiracak sekilde membranin polarize oldugunu veya gecirgenligini degistirdigi
ifade edilmektedir. S6z konusu hipoteze karsi a-laktalbuminden saliman hem anyonik ve katyonik peptitlerin
sadece gram pozitif bakterilere etki ettigi ifade edilmektedir. Bu nedenle, peptitlerin yiikk ve hidrofobite
Ozelliklerinin yaninda bilinmeyen fizikokimyasal etkilerinin oldugu da bildirilmektedir (Yeaman ve Yount,
2003; Elbarbary ve ark., 2019). Cizelge 3’de fermente ve hidrolize PAS drneklerinin antimikrobiyel aktiviteleri
gosterilmistir. Yapilan antimikrobiyel testler sonucunda hem probiyotik bakteriler ile fermente edilmis hem de
ham bitkisel enzim ekstratlar1 ile hidrolize edilmis PAS Orneklerinin test edilen patojen bakterilere karsi
mikrobiyel inhibisyonun saglanmadigi belirlenmistir. Ancak, pozitif kontroller olan spiramisin ve eritromisin
antibiyotiklerinin patojen mikroorganizmalara karsi mikrobiyel inhibisyon gerceklestirdigi tespit edilmistir.
Buna gore, spiramisin’in gram pozitif bakterilere etkisinin daha fazla oldugu, eritromisin’in ise en fazla
inhibisyon gosterdigi patojen bakterinin gram pozitif olan S. aureus oldugu, S. enterica ve L. monocytogenes
suslarina ise benzer inhibisyon etki gdsterdigi belirlenmistir. Calismamizda elde edilen bulgulardan farkli olarak
literatiirde PAS proteinlerinden olan a-laktalbumin, B-laktoglobulin ve laktoferrin’in pepsin, tripsin, proteinaz K
gibi proteolitik enzimlerle hidrolizi sonucunda antibakteriyel ve antiviral Ozellikte peptitlerin olustugu

belirtilmistir (Salami ve ark., 2010; Brandelli ve ark., 2015; Mohanty ve ark., 2016).
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Salami ve ark., (2010) yaptiklar1 bir c¢aligmada tripsin, kimotripsin, proteinaz K ve Bacillus
thermoproteolyticus rokko kaynakli termolysin ile sinirli diizeyde hidrolize edilmis deve ve inek siitii kaynakli
PAS o6rneklerinin antimikrobiyel ve antioksidan aktivitelerini incelemiglerdir. Calisma sonucunda, arastirmacilar
ozellikle deve siitiinden elde edilen PAS hidrolizat1 ve hidrolizatin 3-10 kDa arasindaki fraksiyonlarmin inek
sttt PAS hidrolizatina gore Escherichia coli tizerine daha yiiksek antimikrobiyel aktivite gosterdigi
belirlemislerdir. Yapilan diger bir caligmada (Osman ve ark., 2016), keci siitiiniin rennet enzimi ile muamelesi ile
elde edilen PAS’in Bacillus licheniformis’den elde edilen alkalaz ile hidrolizi sonucu olusan peptitlerin
antimikrobiyel aktiviteleri incelenmistir. Calisma sonucunda, PAS 6rneginin pH 7.8’de ve 55°C’de 240 dakika
hidroliz edilmesiyle elde edilen peptitlerin Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 33018,
Salmonella typhimurium ATCC 14028 ve Escherichia coli ATCC 8739 lizerinde antimikrobiyel etkisinin oldugu
belirlenmistir. Yapilan diger bir ¢aliymada (Elbarbary ve ark., 2019) ise farkli pH’larda buzag1 ve mikrobiyel
kaynakli rennetlerin ve domuz pepsini enzimlerinin hidrolizi ile ham PAS Orneklerindden antimikrobiyel
peptitlerin hazirlanmasi arastirilmistir. Calisma sonucunda, pH 3’te ve buzagi renneti ile hidrolize edilen Pas
orneginin Bacillus subtilis ve E. coli’ye karsi en yiiksek antimikrobiyel etkiyi gosterdigi belirlenmistir. PAS
her ii¢ enzim ile hidrolizi sonucunda olusan antimikrobiyel peptit fraksiyonlarmin laktoferrin f(20-30) ile p-

laktoglobulin f(14-22) ve f(92-103) oldugu saptanmistir.

Cizelge 3. Fermente ve hidrolize PAS drneklerinin antimikrobiyel aktiviteleri

inhibisyon Zonu (mm)+ S.S

Patojen Mikroorganizmalar
Ornek S. enterica subsp.

E. coli Enterica serovar S. aureus ATCC L.monocytogenes 4c
ATTC 25922 Typhimurium 6538 RSKK 476
ATCC 700408

Spiramisin 11.40+0.15 8.92+0.04 35.66+0.77 34.62+0.39
Eritromisin 20.75+1.62 15.21+0.64 37.37+1.08 13.36+0.28
Kontrol Negatif Negatif Negatif Negatif
L. acidophilus Negatif Negatif Negatif Negatif
L.rhamnosus Negatif Negatif Negatif Negatif
Kavun Negatif Negatif Negatif Negatif
Ananas Negatif Negatif Negatif Negatif
Enginar Negatif Negatif Negatif Negatif

S.S: standard sapma

Calismada elde edilen bulgular ile literatiirdeki bulgular birlikte degerlendirildiginde, fermente ve hidrolize
ettigimiz PAS oOrneklerinde antimikrobiyel aktivitenin saptanmamasinin nedeni; ham enzim ekstraktlarindaki
enzimlerin serum proteinleri ile etkilesimlerinin farkli olmasi ve fermente ve hidroliz edilen peynir alt1 suyunun

protein fraksiyonlarinin tam olarak saflagtirlmamasindan kaynakli olabilir. Nitekim, konu ile ilgili 6nceki
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caligmalarda hidroliz edilen PAS’in ¢ogunlukla jel filtrasyon ve boyut gecirim kromatografisiyle fraksiyonlarina
ayrildig1 ve ayrilan bu fraksiyonlarin yiiksek antimikrobiyel etki gdsterdigi goriilmistiir. Olusan antimikrobiyel
peptitlerin ortamda bulunan diger bilesenlerle molekiiler diizeyde etkilesime girmeleri de antimikrobiyel etkinin

goriilmemesine neden olmus olabilir.

Fermente ve Hidrolize Peynir Alt1 Sularimin SDS-PAGE Sonuclar

Fermente ve hidrolize PAS 6rneklerinin SDS-PAGE jellerine ait goriintiiler Sekil 2 ve Sekil 3’de verilmistir.
Elektroforez jelleri incelendiginde, Orneklerin timinde 10-20 kDa arasinda olan iki ana bantin oldugu
goriilmektedir. S6z konusu bantlardan birincisi ~18.4 kDa molekiil bilyiikliigiine sahip olan B-laktoglobulin,
ikincisi ~14.3 kDa molekiil biiylikliigiine sahip olan o-laktaloumin’dir. Fermentasyon ve enzimatik hidroliz
isleminin proteolize etkisi degerlendirildiginde, bitkisel ham enzim ekstraktlar1 ile hidrolizasyon isleminin
probiyotik bakteriler ile fermentasyon isleminden daha yiiksek protein parcalanmasi gerceklestirdigi

saptanmugtir.

Probiyotik mikroorganizmalarin serum proteinleri iizerine etkisi degerlendirildiginde, fermentasyon siiresince
B-laktoglobulin ve a-laktalbumin bantlarinin yogunluklarinin azaldigi, o6zellikle pB-laktoglobulin’in bant
yogunlugu azalmasinin a-laktalbumin’dekinden daha fazla oldugu tespit edilmistir. Jellerde yapilan goriintii
analizi sonucunda, L. acidophilus ve L. rhamnosus ile fermentasyon isleminde peynir alti suyundaki -
laktoglobulin’in bant yogunlugunun azalma miktarinin sirasiyla ortalama % 13.16 ve 34.16 oldugu, o-
laktalbumin’in bant yogunlugunun azalma miktarnin ise sirasiyla ortalama % 7.27 ve % 13.52 oldugu

saptanmustir (Sekil 2).

Hidroliz isleminin serum proteinleri {izerine etkisi degerlendirildiginde ise p-laktoglobulin ve a-laktalbumin
bandlarina ait yogunluklarm her ikisinde azalmanin meydana geldigi tespit edilmistir. Nitekim; kavun, ananas ve
enginar’dan elde edilen enzim ekstraktinin peynir altt suyundaki a-laktalbumin bant yogunlugunun azalma
miktari sirasiyla ortalama %37.68, %54.7 ve %16.34 bulunurken B-laktoglobulin’in bant yogunlugundaki azalma
miktarinin ise ~ % 80 oldugu belirlenmistir (Sekil 3).

Sekil 2. Fermentasyon islemi gerceklestirilmis peynir alti suyunun elektroforez goriintiisii (R6: 6 saat L.
rhamnosus ile fermente olmus peynir alti suyu,; R12: 12 saat L. rhamnosus ile fermente olmug peynir alti suyu;
R24: 24 saat L. rhamnosus ile fermente olmus peynir alti suyu; A6: 6 saat L. acidophilus ile fermente olmusg
peynir altt suyu; A12: 12 saat L. acidophilus ile fermente olmus peynir alti suyu; A24: 24 saat L.acidophilus
ile fermente olmus peynir alti suyu; K6: 6 saat kontrol grubu; KI12: 12 saat kontrol grubu;

K24: 24 saat kontrol grubu)
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Sekil 3. Hidroliz islemi gergeklestirilmis peynir alti sularinin elektroforez géoriintiisii (M: 250-2kDA protein
standardi; K6: 6 saat boyunca kavundan elde edilen enzim ekstrakti ile hidroliz olmus peynir alti suyu; K12: 12
saat boyunca kavundan elde edilen enzim ekstrakt: ile hidroliz olmus peynir alti suyu; K24: 24 saat boyunca
kavundan elde edilen enzim ekstrakti ile hidroliz olmug peynir alti suyu; A6. 6 saat boyunca ananasdan elde
edilen enzim ekstrakti ile hidroliz olmus peynir alty suyu; A12: 12 saat boyunca ananasdan elde edilen enzim
ekstrakty ile hidroliz olmug peynir alti suyu; A24: 24 saat boyunca ananasdan elde edilen enzim ekstrakti ile
hidroliz olmus peynir alti suyu; E6: 6 saat boyunca enginardan elde edilen enzim ekstrakti ile hidroliz olmusg
peynir alti suyu; EI12: 12 saat boyunca enginardan elde edilen enzim ekstrakti ile hidroliz olmug peynir alti
suyu; E24: 24 saat boyunca enginardan elde edilen enzim ekstrakti ile hidroliz olmus peynir alti suyu).

Caligmada elde edilen p-laktoglobulin ve a-laktalbumin par¢alanma miktarlari yapilan diger ¢aligmalarla bazi
benzerlik ve farkliklar gostermektedir. Neto ve ark. (2019) yaptiklar1 bir ¢alismada Eupenicillum javanicum ve
Myceliophthora thermophile ile elde ettikleri proteazlarin PAS proteinlerini hidrolize miktarlarini sirasiyla %
20.85 ve % 20.26 olarak belirlemislerdir. Bununla birlikte, Tavares ve ark. (2011) yabani enginar ekstraktinin
farklt enzim/substrat oranlari kullanildiginda o-laktalbumin’i hidrolize etme miktarinin %1.3-7.9 arasinda
degistigini belirlemiglerdir. Benzer sekilde, Wroblewska ve Troszyiiska (2005) tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
inek siitii kaynakli ticari peynir alt1 suyu protein izolatinin alkalaz ve papain enzimleriyle iki agamali hidroliz

edilmesiyle olusan protein hidroliz miktarinin % 15.9 oldugu belirlenmistir.

Sonug

Calismada, PAS’in hem probiyotik bakterilerle fermente edilerek hem de bitkisel enzimlerle hidroliz edilmis
biyoaktif 6zellikleri zenginlestirilmis PAS’1n iiretilmesi ve antioksidan 6zelliklerinin incelenmesi hedeflenmistir.
Hem enzimatik hidroliz hem de probiyotik starter kiiltiirler kullanilarak PAS’1n antioksidan ve ACE inhibitor
aktivitesi gibi terapdtik Ozelliklerinin artirilabilecegi goriilmiistiir. Buna gore; enginar ve kavun kabuklarindan
elde edilen ham bitkisel enzim ekstraktlariyla hidroliz edilmis PAS o6rneklerinde ortalama %35-53 arasinda
degisen antioksidan aktivite artisinin meydana geldigi tespit edilmistir. Probiyotik starter kiiltiirlerle fermente
edilen PAS orneklerin ACE inhibitér aktiviteleri ortalama 2.02-6.48 kat, bitkisel enzim ekstraktlari ile hidroliz

edilmis PAS o6rneklerinde ise ortalama 1.85 ile 3.29 kat arasinda artig gosterdigi belirlenmistir.

Biyoaktif 6zellikleri arttirilmis hidrolize veya fermente PAS {iretiminin farkli parametreler (sicaklik, sure,

enzim/substrat miktar1 vb.) gbéz Oniinde bulundurularak pilot ve endiistriyel diizeyde {iiretiminin optimize
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edilmesi ve fonksiyonel Ozellikler acisindan daha detayli arastirilmasi gerekmektedir.  Hidroliz veya
fermentasyon yoluyla uretilen fonksiyonel dzellikleri arttirilmig PAS iirtinlerinin hayvan besleme c¢alismalariyla
in vivo olarak hiicresel diizeydeki etkilerinin gelecekte yapilacak caligmalarda ele alinmasinin 6nemli oldugu

diisiiniilmektedir.

Tesekkiir Bilgi Notu

Calismada hammadde olarak kullanilan PAS’in ve bazi kimyasal maddelerin temininde yardimeir olan Usak Siit
A.S’ye, starter kiiltiirlerin temin edilmesinde yardimci olan CHR HANSEN (Tiirkiye) firmasma ve
Antimikrobiyel etki calismasi icin patojen kiiltiirlerin temin edilmesinde yardimci olan Dog. Dr. Sine OZMEN
TOGAY ve Dog. Dr. Abdullah DIKiCi’ye tesekkiir ederiz. Yapilan bu calisma etik kurul izni
gerektirmemektedir. Makale arastirma ve yayin etiine uygun olarak hazirlanmistir. Yazarlar ¢alismaya ortak

katk1 saglamig ve yazarlar arasinda herhangi bir kisisel ve finansal ¢ikar ¢atismasi bulunmamaktadir.
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