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Anahtar Kelimeler 0z

Vurgulu Elektrik Alan, Siit ihtiva ettigi ylksek oranda su, ndétr pH ve besleyici bilesenler ile
Mikrobiyal Lipaz Aktivitesi,  mikroorganizmalar ve enzimler i¢in ideal bir ortamdir. Cig siti
Psikrotrof Bakteri, mikroorganizmalardan arindirmak ve istenmeyen kusurlara neden olan enzimleri
Siit. inaktif etmek ve ayrica siitiin raf 6mriinii uzatmada en bilinen muhafaza yéntemi isil

islemdir. Stt icerisindeki dogal enzimler pastdrizasyon sicakliginda inaktif olmakta
ancak bakteriyel kaynakli enzimler ise bu sicakliga dayaniklidir. Yiiksek derecedeki
1s1l islem normlar1 sitiin hem besin 06gelerinde kayiplara hem de tekstiir
bozukluklarina neden olmaktadir. Ayni zamanda uzun siireli depolama ile 1s1l isleme
direncli psikrofilik ve mezofilik bakteri kaynakli enzimlerin olusumu meydana
gelmektedir. Bu enzimlerin basinda siit teknolojisinde cesitli tekstiirel ve teknolojik
sorunlara sebep olan lipaz enzimi gelmektedir. Calismada bakteriyel kaynakl lipaz
enziminin, 1s1l isleme alternatif gida muhafaza tekniklerinden biri olan vurgulu
elektrik alan uygulamasi ile etkinligi arastirilmistir.

INVESTIGATION OF THE EFFECTIVENESS OF THE PULSED ELECTRIC FIELD
(PEF) TECHNIQUE ON MICROBIAL LIPASE ENZYME ACTIVITY IN RAW MILK

Keywords Abstract

Pulsed Electric Field, Milk is an ideal food for microorganisms and enzymes with its high water content,
Microbial Lipase Activity, neutral pH and nutritious ingredients. Heat treatment is the best known
Psychrotroph Bacteria, preservation method to purify raw milk from microorganisms and inactivate
Milk. enzymes that cause undesirable defects and also to extend the shelf life of milk.

Natural enzymes in milk are inactive at pasteurization temperature, but bacterial
enzymes are resistant to this temperature. High degree of heat treatment norms
cause both nutritional losses and texture disorders in milk. At the same time, the
formation of psychrophilic and mesophilic bacteria-derived enzymes resistant to
heat treatment occurs with long-term storage. Lipase enzyme, which causes various
textural and technological problems in milk technology, comes first among these
enzymes. In the study, the effectiveness of bacterial lipase enzyme with pulsed
electric field application, which is one of the alternative food preservation
techniques to heat treatment, was investigated.
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1. Giris (Introduction)

Siit memeli hayvanlarin siit bezlerinden salgilanan icinde tiim gerekli gida maddelerini bulunduran, tipik bir
kokusu ve lezzeti olan siv1 bir gida maddesidir. Diger gidalarla kiyaslandiginda karbonhidrat, protein, yag,
kalsiyum ve fosfor gibi daha fazla yasamsal 6geleri icerdiginden besleyici nitelige sahip olmasinin yani sira
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bilesimindeki maddeler ve 6zellikleri sebebiyle koruyucu bir gida olma niteligine sahiptir (Li vd., 2018). Bunlara
ek olarak siit birbirinden farkli biiytikliikteki taneciklerin olusturdugu bilesim ve yapisal olarak karmasik bir
koloidal dispersiyondur (Unal vd., 2008).

Siit tim bu 6zellikleri nedeniyle mikroorganizmalarin gelisimi i¢in ideal bir ortamdir ve bozulmaya kars1 ¢ok
hassastir (Scudino vd., 2020). Islenmeden 6nce ¢ig siitiin mikrobiyolojik Kalitesi, siit Giriinlerinin kalitesinin
saglanmasi agisindan ¢ok dnemlidir. Bunun i¢in ¢ig siitiin sagiminin gerceklestigi ciftlikten tank icerisinde
sogutularak mikrobiyal gelismeyi en aza indirmek icin Uretim tesisine en iyi sekilde naklinin gerceklesmesi
gerekir. Hijyenik ortamda yapilan sagimdan hemen sonra baskin mikrobiyal popiilasyon, esas olarak Micrococcus,
Streptococcus, Lactococcus ve Corynebacterium cinslerine ait bakterilerden olusur. Toplam bakteri sayisi ile
karsilastirildiginda, ¢ig siitte psikrotrofik bakteri olusumu % 10'dan azdir (Gehringer, 1980). Mezofilik
bakterilerin gelismesini engellemek i¢in ¢ig siit islenmeden 6nce diisiik sicakliklarda depolanir ancak bu durum
psikrofilik bakterilerin gelismesi i¢cin uygun ortam yaratir (Salgado vd., 2020). Toplam mikrobiyal popiilasyondaki
psikrotrofik bakterilerin hakimiyeti, siit kotii hijyen kosullarinda iiretildiginde veya artan sayida somatik hiicre
icerdiginde daha da belirginlesir. Bu nedenlerden dolayi, psikrotrofik bakteriler genellikle sogutulmus cig siitiin
icindeki toplam mikrobiyal popiilasyonun % 90'indan fazlasini olusturur (Samarzija vd., 2012).

Bununla birlikte, uzun siireli sogutulmus ¢ig siitiin depolanmasi, 1siya dayanikli enzimler tretebilen psikrotrof
bakterilerinin gelismesine olanak saglar (Zhang vd., 2020). Bu enzimler icerisinde siit ve siit liriinlerinin kalitesi
ve raf 6mri lizerinde proteazlar ve lipazlar 6nemli bir etkiye sahiptir (Chen vd., 2003). Lipazlar bitkiler, hayvanlar
ve mikroplar gibi c¢esitli kaynaklar tarafindan tretilir (Kumar vd., 2012). Siitteki lipaz enzimleri ise ya siitte
halihazirda mevcut olan dogal enzimlerdir ya da bakteriler tarafindan tiretilen ekstraselliiler enzimlerdir (Glantz
vd., 2020). Bakteriler tarafindan tretilen lipazlar, dogal enzim olan lipoprotein lipaz (LPL)'dan farkli ézellikler
gosterir. Bakteriyel kaynakli lipazlar pastorizasyon ve UHT sicakligina dayaniklidir fakat LPL pastorizasyon
sicakliginda etkisini kaybeder. Ayrica yag globiil membranlar1 LPL enzimine bariyer olurken bakteriyel kaynakli
lipazlar bu bariyeri kolaylikla asarlar (Deeth ve Fitz-Gerald, 2006). Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter
ve Acinetobacter giiglii birer lipolitik aktiviteye sahip psikrotrof bakteri tiirleridir (Machado vd. 2017).
Psikrotrofik bakteriler arasinda Pseudomonas cinsi ise ¢ig siitte kontamine olan en yaygin bakterilerden biridir
(Salgado vd. 2020). Bakteriyel kaynakli lipolitik enzimler, dzellikleri ve substrat 6zgiinliikleri bakimindan
nispeten cesitlidir. Pseudomonas ve Bacillus bakterilerinin baz1 tiirleri ve irettikleri lipaz enzimlerinin bazi
ozellikleri Tablo 1'de listelenmistir (Chen vd., 2003).

Tablo 1. Pseudomanas ve Bacillus Bakterilerinin Bazi Tiirleri ve Urettikleri Lipaz Enzimlerinin Baz1 Ozellikleri (Some
Properties of Lipase Enzymes From Some Types of Pseudomonas and Bacillus Bacteria)

Enzim kaynagi Optimum pH Stabilite
Pseudomonas fluorescens 2D 8,5 4,2 dakika 120 °C
Pseudomonas fluorescens AFT36 8 0,2 dakika 65 0C
Pseudomonas Pf-lip1 9 56 dakika 62,5 °C
Pseudomonas fluorescens 33 7,5-8,5 7,6 dakika 50-60 0C
Bacillus thermocatenulatus DSM 730 8-9 29 dakika 60 °C

2. Lipaz Enzim Aktivitesinin Tespiti (Detection of Lipase Enzyme Activity)

Psikrotrof bakterilerin biiyiik cogunlugu sicakliga direngli hidrolitik enzimler meydana getirme kabiliyetindedir.
Bu enzimlerden biri olan lipazlar siitiin baslica lipid bilesenleri olan trigliseritlerin hidrolizini katalize eden
enzimlerdir. Bu hidroliz, genellikle lipoliz olarak adlandirilir ve aktivite sonucu kotii tatlara ve diger teknolojik
sorunlara neden olur (De Jonghe vd., 2011; Deeth, 2006; Machado vd., 2017). Bu enzimlerin eser seviyeleri bile
depolanan iiriinlerde ciddi sorunlara neden oldugundan bakteriyel lipaz enzimlerinin analizlerine olan ilgi her
gecen giin artmistir. Siitte bakteriyel lipaz aktivitesinin kantitatif tespiti titrimetrik, kolorimetrik, enzimatik,
florometrik ve kromotografik yontemler kullanilarak gerceklestirilmektedir (Deeth ve Touch, 2000). Yontem
secimi, baz1 kriterlere baghdir ve bu enzimler analiz edilirken duyarhlik, substratlarin kullanilabilirligi ve
prosediiriin kolaylig1 dikkate alinmaktadir (Hasan vd., 2009). Titrimetrik yontemler her zaman kontrol edilebilen
kosullar altinda dikkatlice yapilmalidir (Jaeger vd., 1994). Kolorimetrik metotlar ise santrifiij isleminden yoksun
oldugundan hizli ve ucuzdur (Versaw vd., 1989). Lipaz enziminin aktivitesi sonucu olusan tiriinlerin HPLC ile
analizi ise tekrarlanabilir ve nispeten hizlidir. HPLC kolonuna enjeksiyondan dnce 6rneklerin modifikasyonu
gerekmediginden, analiz daha basit bir sekilde gerceklestirilmektedir. Titrimetrik yontemler, HPLC ile
karsilastirildiginda lipaz aktivitesini biiyiik 6l¢lide oldugundan daha diisiik tespit ettigi belirtilmistir (Thomson
vd., 1999). Lipaz aktivitesinin tespiti icin florometrik analizler ise basit ve hizlidir ve olduk¢a hassastir. Ayrica
titrimetrik ve kolorimetrik yontemlerden daha hassas olduklari belirtilmistir (Roy, 1980). Bununla birlikte, siit ve
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siit iirtinlerinde lipaz enzim aktivitesinin tespiti icin uygun bir analiz yontemi hala tasarlanamamistir. Genellikle
yontemlerde ana sorun, siit lipidlerinin ve siitiin bulanikliginin buna miidahale etmesidir (Chen vd., 2003). Bu
nedenle hem santrifij ile yagin uzaklastirildig1 hem de 6zel florometrik substratlar kullanilarak dogrudan ¢ig stitte
lipaz aktivitesini daha hassas ve dogru 6l¢gmenin miimkiin oldugu yontemler gelistirilmistir (Krewinkel vd., 2016).

3. Is1l islemin Etkisi (Effect of Heat Treatment)

Psikrotrof aerobik veya fakiiltatif anaerob bakterilerin 1siya karsi direncli sporlary, siite 1s1l islem uygulamasindan
sonra hizlica aktif bir 6zellik gosterebilmektedir. Ayni zamanda siite uygulanan pastérizasyon ve UHT gibi yliksek
1s1l islemlere de direng gostermektedirler. Diisiik sicaklikta depolanan kapali paketlerdeki pastorize siit,
psikrotrofik bakteriler veya gram pozitif spor olusturan bakteriler tarafindan bozulmaktadir (Eneroth vd., 2000).
Sara¢ vd. (2008) gerceklestirdigi ¢alismada UHT yontemi ile pastorize edilmis siit 6rneginden izole edilen
Staphylococcus spp. susunda en yiiksek lipaz aktivitesi oldugu tespit edilmistir.

Pastorizasyon ve UHT gibi 1s1l islemler siitiin mikrobiyal glivenligini saglar ve raf émriinii uzatir. Fakat cig siitiin
yliksek 1siya maruz kalmasi, siit icerisindeki bilesenleri etkiler ve ayrica siit proteinlerinin islevsel 6zelliklerini
degistirebilir. Stitiin UHT islemine maruz birakilmasi ve ardindan depolanmasi ile birlikte proteoliz ve lipoliz gibi
cesitli biyokimyasal degisiklikler meydana gelir (Ajmal vd., 2018). Ayrica siite uygulanan yiiksek sicakliktaki 1sil
islemler ile maillard reaksiyonu meydana gelir ve reaksiyon sonucu siit renginde degismeler goriiliir. Buna ek
olarak ytiksek 1s1l islemler siitiin dogal yapisinin bozulmasina neden olan hidroksimetil furfural (HMF) gibi
bilesenlerin meydana gelmesine sebep olmaktadir (Yangilar, 2013). Bu gibi olumsuz durumlar, ¢ig siitiin
bozulmasina neden olan mikroorganizmalarin ve enzimlerin inaktivasyonu i¢in vurgulu elektrik alan1 (PEF) gibi
1s1l olmayan gida muhafaza tekniklerinin gelistirilmesine yol agmistir (Sharma vd., 2014).

4. Vurgulu Elektrik Alan (PEF) Uygulamasi (Pulsed Electric Field Application)

PEF islemi, 1s1 ve kimyasal etkiler olmaksizin gida tiriinlerinin raf émriinii arttirmak, mikroorganizmalari inaktive
etmek ve enzimlerin aktivitesini azaltmak icin iki elektrot arasina yerlestirilen sivi gidalara elektrik alanli kisa
atimlarin uygulanmasini igerir (Cserhalmi vd., 2006; Samarzija vd., 2012). Gida 6rnegine uygulanan PEF islemi,
mikrobiyal hiicrenin inaktivasyonuna yol acan hiicre zar1 islevselliginde geri dontisii olmayan bir kayba neden
olur. Bu islem elektroporasyon olarak bilinir ve mikroorganizmalarin inaktivasyonunda etkilidir (Zhang vd.,
1994). Vurgulu elektrik alan uygulamasi Sekil 1’de belirtilmistir (Yangilar vd., 2013).

|
Yiksek
voltajh Elektrot
jeneratér Kapasitor <— ciGsiT
| Elektrot

Anahtar |

Sekil 1.Vurgulu Elektrik Alan Uygulamasi (Pulsed Electric Field Application)

PEF sistemi esas olarak iki b6liimden olusur. Bunlardan biri yiiksek voltajli elektrik atim iireteci digeri ise gidanin
iki elektrot arasinda elektik akimina maruz birakildigi bir odadir. Yiiksek voltajli elektrik atim iireteci, ekipmanin
en 6nemli pargasidir, ¢linkili bu parca lizerinde kisa siirede elektrik enerjisinin hizli desarjlarindan elektrik atimlari
iretir (Alirezalu vd. 2020; Mosqueda-Melgar vd., 2008). Elektrik atim1 gercgeklestirilen hiicre membraninin
koruyucu niteligi kaybolur ve hiicre icindeki yasam materyalleri etkisini kaybeder (Evrendilek vd., 2004). Bu
sekilde gida orneklerinde mikroorganizmalarin inaktivasyonuna ek olarak, gidalarda bulunan enzimatik
aktiviteye sahip proteinler, bazi PEF uygulama kosullar1 altinda inaktive edilebilir. PEF uygulamasinin bazi
avantajlar1 Tablo 2’de belirtilmistir (Gémez vd., 2019; Sampedro vd., 2005). Vega-Mercado vd. (2001)
Pseudomonas fluorescens kaynakli proteaz enzim aktivitesinin, 6,2 kV/cm! yogunlukta ve 20 elektrik atimina
maruz kaldiktan sonra %30 oraninda azaldigini belirtmislerdir. Farkli ¢calismalardan elde edilen sonuglar alan
kuvveti, atim siiresi ve atim sayis1 enzim inaktivasyonunu etkileyen ana degiskenler oldugunu ve enzimlerin
genellikle mikroorganizmalardan daha fazla PEF uygulamasina direngli oldugunu gostermistir (Ohshima vd.,
2007).
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Tablo 2. Vurgulu Elektrik Atim Uygulamasinin Avantajlari (Advantages of Pulsed Electric Field Application)

Avantajlar

Isiya duyarl yiyecekleri islemek i¢in uygundur

Renk, tat ve besin maddeleri daha iyi korunur

Kisa islem siiresi ile gergeklestirilebilir

Diger isleme teknikleriyle kombinasyon imkani sunar

Saghigi tehdit eden kimyasal ¢ozelti icermez

Birgok kat1 ve sivi gidaya uygulanabilir

Hiicrelerin etkin bir sekilde inaktivasyonu gergeklesir

Bu derlemede ise ¢ig slitte istenmeyen kusurlara sebep olan bakteriyel kaynakli lipaz enziminin inaktivasyonuna,
yliksek derecedeki 1s1l islemlerin ¢ig siitte olusturdugu olumsuz durumlar géz oniine alinarak alternatif olarak
uygulanan vurgulu elektrik alan tekniginin etkinligi arastirilmistir.

5. Kaynak Arastirmasi (Literature Survey)

Yang vd. (2020) gerceklestirdigi bir ¢calismada vurgulu elektrik alan (PEF) tekniginin uygulandig cig siitiin lipaz
aktivitesi Ol¢limiinii Krewinkel vd. (2016) tarafindan belirtilen florometrik yodnteme ek olarak bazi
modifikasyonlar uygulayarak gerceklestirmislerdir. Calismada ¢ig siit, 9 kV/cm? ve 16 kV/cm! yogunlukta
elektrik akimina maruz birakilmis ve ¢alisma sonucunda ise herhangi bir islem uygulanmamis olan ¢ig siit ile
kiyaslandiginda 9 kV/cm-! yogunlukta elektrik akimina maruz kalmis ¢ig siitteki bakteriyel lipaz enzim aktivitesi
degerinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

Bendicho vd. (2002) PEF isleminin Pseudomonas fluorescens bakterisi tarafindan tiretilen lipaz inaktivasyonunun
islem stiresine ve elektrik alan giicliniin yogunluguna bagli oldugunu ve bu islem sonunda lipazin yaklasik %62’ini
etkisiz hale getirildigini belirtmislerdir.

Sharma vd. (2014) gerceklestirdigi bir calismada ¢ig siite hem 1s1l islem hem de PEF uygulamasi ile siitte bulunan
mikrobiyal kaynakli lipaz enziminin aktivitelerini incelemislerdir. Buna gore ¢ig siite uygulanan 26 kV/cm-!
yogunluktaki PEF islemi siitteki lipaz enziminin %82 oraninda indirgedigi ve bu oranin siite uygulanan 63-73 °C
1s1l islem ile ayni oranda etki ettigini ifade etmislerdir.

Ho vd. (1997) PEF'in siirekli akis sistemiyle ¢ig siitteki mikrobiyal kaynakli bir enzim olan lipaz tizerindeki etkisini
incelemislerdir. Calisma sonucunda 90 kV/cm-!yogunlugu ile 30 elektrik atim uygulandiktan sonra lipaz enzim
aktivitesinin %85 oraninda indirgendigini ifade etmislerdir.

6. Sonucg ve Tartisma (Result and Discussion)

Siit insanoglunun uzun yillar boyunca hem igme siitii olarak hem de peynir, yogurt gibi daha dayanikli iirtinlere
isleyip tiikettigi besleyici nitelige sahip sivi bir gidadir. Cig siitiin hijyenik agidan uygun olmayan ortamlarda
sagilmasi ve sagim sonrasi isletmelere gelen tanklarin temizligine o6nem verilmediginde siit, cesitli
mikroorganizmalarla kontamine olmaktadir. Isil islemlere diren¢ gosteren proteaz ve lipaz enzimleri, kontamine
olan psikrotrof bakterileri tarafindan iiretilir ve sogukta bekletilen siitlerde farkli problemlere neden olmaktadir.
Lipaz enziminin aktivitesi sonucunda siitlerde duyusal anlamda acilasma meydana gelmektedir. Ayrica serbestyag
asitlerinin oraninda artisa ve siit proteinlerinin pihtilagsmasi ile uzun siire bekletilen paket siitlerinin dibinde bir
sediment meydana gelebilmektedir.

Calisma sonuclarina bakildiginda ise, tiiketici taleplerine uygun; taze, giivenilir ve besleyici nitelige sahip stitlerin
iiretilmesinde yiiksek 1s1l islemlere maruz kalmadan gelistirilen 1sil olmayan bir proses olan vurgulu elektrik alan
teknigi bakteriyel kaynakli lipaz enzimini yliksek oranda azalttigi gorilmistiir. Ayrica bu uygulamanin
pastorizasyon sicakliginin altinda farkl sicaklik degerleri ile kombine edilerek hem daha etkili sonuglar alinacagi
hem de ¢ig stitiin besin degeri agisindan tizerinde farkli aragtirmalar yapilabilecegi diisiiniilmektedir.
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