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YOGURT URETIMI ve DEPOLAMA SIRASINDA ORGANIK
ASITLERIN BELIRLENMESI

DETERMINATION OF ORGANIC ACIDS DURING PRODUCTION AND
STORAGE OF YOGHURT

A.Sibel AKALIN, Ozer KINIK, Siddik GONG
Ege Universitasi Ziraat Fakiiltesi Siit Teknolojisi B&Iimo, IZMIR

GZET: Laboratuvar kogullannda yogurt dretimi esnasinda inkilbasyonun 1., 2., ve 3. saatien ile yojurdun 4°C'de 14 giin boyunca depolan-
mast sirasinda dmeklerdeki organik asitler HPLC (yilksek performansh sivi kromatografisi) ile tesplt edilmigtir. Aynca yodurt dmeklarinin asit-
lik ve pH degederi lle depclama sirasindaki duyusal 6zellikleri belirlenmigtir. Yodurt yapimm ve muhafazas) sirasinda pH'min diigtiigi ve bu
arada organik asitlerden laktik, asatik ve propionik asitlerin artttdi, orotik asidin ise azaldii belidenmigtir. Pdrivik asit inkiibasyonun 3. saatin-
de maksimum kensantrasyena ulagmis ve depolama sirasinda diigmistir. Inkilbasyon sirasinda azalan rik ve sitrik asit miktanimn ise dapo-
fama sirasinda dnemfi bir dedisim gstermedigi tespit edilmigtir. Depolama boyunca asitlifin artmasina paralet olarak yogurdun tat ve koku
de§ererinin azaldid gériimistor.

ABSTRACT: The organic acids found in yojun samples manufactured under laboratory-scale conditions ware determined by HPLC du-
ring the 1., 2. and 3. hours of fermantation and storage at 4°C. In adition, acidity, pH and sensory properties of yogurts during storage were
examined. It was found that the acidty increased and pH decreased while lactic, acetic and propionic acids increased and orotlic acid decrea-
sed because of the utilization by yogurt starter bacteria during fermentation and storage. Pyruvic acid showed a maximum concentration in
the 3th h of fermentation and then decreased during the storage. It was found that the concentrations of uric and citric acids decreasing in the
fermentation showed no significant change during the storage.

GiRiS

Sit ve Urinlerinde bulunan ve bir kismi da hayvanin biometabolizmasi sonucunda ortaya ¢ikan orga-
nik asitierin meydana gelmesinde esas kaynak yag, protein ve laktozdur, Diger bir deyigle, mikrobiyal aktivite
ile lipoliz, proteoliz ve glikoliz senucu olugan primer Uriinferden gok dedisik yapida serbest organik asitler mey-
dana gelmektedir (OZTEK, 1985). St {riinierinde organik asitlerin kantitatif tespiti gerek beslenme agtsindan.
gerekse bakteriyel aktivite ve aroma gbstergesi olarak 6nem tagimaktadir (NAVDER ve ark. 1990). Ozellikle
fermente st driinleri igin bu asitler Grinln duyusal ézellikleri yéninden ve dodal koruyucu maddeler olarak
olumlu etki géstermektedir. Ornegin yodurt teknolojisinde laktik asit fermentasyonu iiretimin esasini olustur-
makta ve {irGndeki laktik asit miktarl slte gére %60 daha fazla artis gdstermektedir. Ayrica yogurt yaptmi si-
rasinda ve yogurt baktesilerinin kultamimi sonucu crotik asidin azaldidi, asetik, propionik, formik asitlerin artt-
1 belirtilmigtir (ANONYMOUS, 1981). ’

Diger yandan son yillarda yogurt ve degisik fermente sit Grinleri tiketiminde gériilen anlam! ve baylk
artiglar onlarin besleyici ve saghga elverigli gidaiar oldugu imajina baglanmaktadir. Ormegin bazi organik asit-
terin belirli hastaliklan tedavi edici rol oynadiklar, bu arada laktik asidin yodurda reenfekte olan birtakim pato-
jen bakterilerin inhibisyonunda etkili oldugu belirtimektedir (RUBIN ve ark. 1982). Crotik asit laktobasiller igin
bir getisme faktériidiir. Ayrica bu asidin insanlarda yiksek kolesterolin digtrilmesinde etkili oldugu da sap-
tanmigtir (MC CARTHY ve ark., 1984; SUZUKI ve ark., 1986; WARD ve ark., 1987).

Organik asitlerin tespitinde &zellikle son yillarda sikiikia kuflaniian yiksek performansh sivt kromatog-
rafisi {(HPLC) érnek hazirlama kolaylif ve birgok asidin aynm zamanda belirlenmesi gibi avantajlara sahiptir.
Ayrica sonucun kisa siirede alinmasi, mikemmel lineer iliski ve yiiksek geri kazamm (recovery) orani gibi ne-
denlerden dolayr yontemin organik asit analizi igin ¢ok uygun oldudu bildiriimigtir {(BEVILACQUA ve COLIFA-
NO, 1989; BOUZAS ve ark., 1991; FERNANDEZ-GARCIA ve MAC GREGOR, 1994).
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Bu aragtirmanin amaci, yogurita bulunan ve bakteriyel aktivite, aroma gostergesi ve koruyucu madde
olarak rol oynayan, aynca beslenme ve saglik ydninden énem tagiyan organik asitleri tespit ederek ferman-
tasyon ve depolamanin organik asit miktarlarina etkisini belirlemekir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Yodurt Uretiminde kullanilan ¢i§ inek sitleri E.U. Ziraat Fakiitesi Zootekni Bslimi Sigrcilik Igletme-
si'nden, siittozu Pinar Sit A.S.'den, yogurt kiltird E.U. Ziraat Fakilltesi Siit Teknolojisi Béliminden temin
edilmisgtir.

Yontem

Yogurt Uretimi

Cig inek stinin kuru maddesi siittozu katitarak %15'e ayarlandiktan sonra 95°C'de 15 dak. isitiimig
ve 43°C'ye sogutularak %3 sivi yodurt kiltiirli (%50-%50 Streptococcus thermophilus-Lactobacillus bulgari-
cus) ile agilanmigtir. 200 mi'tik agzi kapakh plastik kaplara paytastinlan émekier ayri sicakiikta yaklagik 3 sa-
at inkiibasyona tabi tutulmugtur. pH 4.7'de inkilbasyona son verilmig ve yogurt drnekleri 30 dak. oda sicakli-
dinda bekletiferek pasif sogutulduktan sonra 4°C'de aktif olarak sogutulmus ve 14 giinliik depolama siiresi bo-
yunca bu sicaklikta muhafaza edilmigtir. Galisma 3 tekerrdr halinde gergeklegtirilmigtir.

Analiz Yontemleri

Yogurda islenecek siitte ve inklibasyonun 1., 2. ve 3. saatleri ile depolamamin 1., 7. ve 14. giinlerinde
alinan drneklerinde organik asit analizi (BEVILACQUA ve CALIFANO, 1989}, pH (SS-3 model pH-metre ile)
ve asitlik (YONEY, 1973) tayinteri yapilmigtir. Ayrica dekler depolama stiresince duyusal dzellikleri yénin-
den degerlendirilmigtir. Bu amagla farklilik testlerinden puanlama metodu kullaniimig ve American Dairy Scien-
ce (ADSA) Sit ve Mamulleri Degerlendirme Komitesi'nden temin edilen puanlama formundan yararlanifrigtir.

0rgahik asit analizi

BEVILACQUA ve CALIFANO (1989) tarafindan belirtilen ydntem esas alinmig ve aletin galigma kosul-
lan (tagiyicr faz bilesimi, pH, akig hizt ve dalga boyu} en uygun sonucu alincaya kadar denenmigtir. Analizler-
de LC-900 seri nolu Jasco model bir sivi kromatografi cthazi, 20 pl érnek hacimli enjektdr ve JASCO UV-980
model dedektdr kullaniimigtir. Kolon olarak ters fazh Machery Nagel C 18 (120x5 mm)'den yararlaniimig, dal-
ga boyu organik asitlerin en iyi cevap verdigi 214 nm'ye ayarlanmistir. Tagtyici faz olarak sulu %0.5
(NH,),HPO,-%0.4 asetonitril (pH 2.24, H4PO, ile} kullanilmig ve akig hizi pikierin en iyi aynstign 0.3 ml/
dak.'va ayarlanmigtir. Tagiyicl fazin hazirlanmastnda analitik safliktaki (NH,),HPO, ve HPLC safligindaki
asetonitril bidestile suda ¢dzOndirilmig, HyPQ, ile pH'si ayartanarak vakum altinda degaze iglemine tabi tu-
tutulmustur, HPLC kalitesindeki organik asit standartlan (formik, asetik, pirivik, propionik, Grik, orotik, sitrik,
laktik ve bitirik} Sigma'dan temin edilmigtir (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Hazirlanan sulu organik asit
standar gézeltileri ve tagiyici faz kullaniimadan dnce 0.45 pm membran filtreden gegirilmigtir.

Organik asitlerin st ve rinlerinde bulunabilecek genis bir konsantrasyon alaninda 5'er adet sulu ¢o-
zeltisi hazirlanarak alete 10'ar Wl enjekte edilmis ve ortaya gikan pik alanlar tespit edilmigtir. Miktar belirleme
dis standart metoduna gore yapilmis ve organik asitlerin herbiri igin lineer regresyon ile standart egriler belir-
lenmigtir. Once kromatografide allkonma siireleri tespit edilen organik asitlerin standart gdzektileri yogurda igle-
necek st ve yogurt drneklerine ayr ayn ilave edilergk piklerin identifikasyonu dogrulanmigtir.
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Ornek hazirlama

Yofjurda iglenecek sitte ve inkiibasyonun 1. ve 2. saatlerinde alinan érneklerde bulunan organik asitle-
rin ekstraksieyonu igin 10 ml drnegde 40 ml, inkiibasyonun 3. saati ile depolama sirasinda alinan yogurt drnek-
lerindeki organik asitlerin ekstraksiyonu igin de 7 g yodurt éregine 30 ml tagiyic faz ilave edilerek iyice karig-
tirifmig, 1 saat sonra 6000 devir/dak.'da 5 dak, santrifiij edilmigtir. Ustte kalan berrak kisim Whatman no=1 filt-
re kagidindan siizilerek 0.45 + m membran filtreden gegiriimis ve HPLC aletine enjekte edilmigtir (BEVILAC-
QUA ve CALIFANC 1989; BOUZAS ve ark. 1991). ‘

Geri kazamim galigmasi

Ekstraksiyon igleminin etkinligi yodurt &rneklerine organik asitler ilave edilerek degderlendirilmigtir. De-
polamanin 1. giiniinds alinan 7 g yogurt drnegdine organik asitlerin standart ¢dzeltilerinin belirli miktardaki kar-
simi eklenerek yukarda belirtildigi gibi ekstrakte edilmigtir. Eldenen miktarlar érnekteki gergek konsantrasyo-
nun yaklasik %50'si kadardr.

ARASTIRMA SONUGCLARI ve TARTISMA

Yiksek performansh sivi kromatografisi ile belirlenen tiim organik asitlerin sutu standart gézelftilerinin
piklerini gdsteren bir kromatogram Sekit 1'de verilmigtir.

3
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$ekil 1.: Organik asit standart ¢izeltilerinin karigimma ait kromatogram.
Pikler; 1: formik, 2: piirivik,
3: laktik, 4: asetik, 5: orotik, 6: sitrik,
‘T: iirik, 8: propionik ve 9: biitirik.

Organik asitlerin sulu standart ¢tzeltilerine ait konsantrasyonlar ile pik alan degerleri arasinda belirle-
nen Korelasyon katsayilar mikemmel linesr iliskiyi gostermektedir. Bu degerlerin %89'un Gzerinds oldugu bu-
lunmustur. Asitlerin en digik geri kazanim dederleri siit ve yogurt drneklerinde bulunmayan formik (%87} ve
biitirik (%85.4) asitte belirlenmistir. Diger 7 adet organik asit igin oldukga yilksek olan bu degerler %80.7 ile
%98.8 arasinda degismektedir. Bunlarla ilgili veriteri Gizelge 1'de gérmek mimk{nddr. Ayrica yogruda iglene-
cek siitte ve inklbasyonun 1., 2, 3. saatleri ile depolamanin 1., 7. ve 14. ginlerinde saptanan organik asit mik-
tarlan Gizeige 1'de toplu halde veriimigtir.
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Cizelge 1.  Yopurt Bretim ve muhafazas) sirasinda belirlenen organik asit miktarlar: (ng/g), standart egriler icin
tespit edilen korelasyon katsayilar ve organik asitlerin geri kazamm degerleri (%). (n=3)

Organik asitler

formik pilrivik laktik asetik orotik sitrik firik propionik | blitir.
Cip stit - 001+ 1.77x - 0.08+ 1.086+ 0019+ - -

0.003 0.16 0.006 0.012 0.002

Kiiltiir ilave edilmis stitiin inkiibasyonu

Inkuibasyon - | oorzs 378 0.018+ 0075+ | 09+ | 0019 | 00077 -
| saat 0.002 0.18 0.002 0.003 0.03 0.002 0.002
inkiibasyon _ - 0017+ 9.18+ 0.022+ 0.064+ 086+ 0018+ 0012+ -
2 saat - | oo015 0.16 0.0006 0.004 001 | 00006 0.002
Inkiibasyon - | oosex | 1320: 0.04: 0056+ | 083 | 0017+ 0021z -
3. saat 0.002 0.15 0.0015 0003 | 0017 | 00006 0.004

Yogurdun depolanmas

Depolama - 0029+ 1583+ 0.063+ 0053+ 092+ 0.015+ 0,043 -

1. glin 0.001 - 0.15 0.002 0,002 0016 0.001 0.002

Depolama - 0.024+ 17.21x 0.066+ 0.046+ 083+ 0013+ 0.049+ -

7. giin ' 0.002 0.22 0.001 0002 | 0026 | 0.0006 0.001

Depolama - 0.019+ 19.55+ 0.07+ 0.043+ 0.7+ 0014+ 0.055+ -
14. giin 0.002 0.19 0.002 0.002 0.015 0.001 0.001
Korelasyon . ]

katsayist 0.9976 0.9998 0.9999 0.9985 0.9988 0.9981 0.9984 0.9998 0.9969
% Geri . '

kazanim 870 949 994 942 98.6 9207 923 98.8 854

Sekil 2'de depolamanin 1. giiniinde alinan yogurtta saptanan organik asitlerin kromatogrami goriimek-
tedir. '

-

-
b

T(min}

Sekil 2.: Yogurtta bulunan organik asitlerin tipik kromatogram:
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Yofurda iglenen inek sitiinde pirivik, laktik, orotlk, sitrik ve Urik asit gibi organik asitler belirlenmigtir,
S{itin inkObasyonu ve depolama sirasinda alinan yogurt 8rneklerinde ise bu asitlerin yanisira asetik ve propi-
onik asit tespit edilmigtir. Formik ve bltirik asidin sit ve yogurt érneklerinde bulunmadigr belirlenmigitr. Bu so-
nuglar benzer yontemle yog§urtta organik asit analizi yapan FERNANDEZ-GARCIA ve MCGREGOR (1994) ve
BEVILACQUA ve CALIFANO (1989) tarafindan da elde edilmigtir.

Inek siitlerinde ortalama 0.01 mg/g bulunan pirivik asidin inkiibasyon sirasinda yogurt oluguncaya ka-
dar artis gosterdigi, yogurdun depolanmasi middetince ise azalma egiliminde oldugu géritmisgtiir. Pirivik asit
muhtemelen farklt birgok metabolik yolia ortaya gikan ve kullanilan bir ara Grin olup, ortamda birikmemekte-
dir. FERNANDEZ-GARCIA ve MCGREGOR (1994) da dondurulmus starter kiiltir kullarlarak yapilan yogurt-
larda 8 saatlik inkQibasyon siiresinin 6. saatine kadar artig gésteren pdrivik asit miktarmin daha sonra azaldi-
gini ve yogurtta 4 haftalik depolama boyunca diigme egiliminde oldugunu tespit ederek sonuglanmizia benzer
bulgular elde etmiglerdir. BEVILACQUA ve CALIFANO (1989), piyasadan topladiklan ticari yodun drneklerin-
de bululnan ortalama purivik asit miktarnin (0.01840.002 mg/g) bulgulanmizda oldugu gibi, ¢i§ inek sitlerin-
den yiksek oldugunu (0.004 mg/g'in altinda) belirtemiglerdir.

Niikieotidlerin sentezinde bir ara driin olan orotik asit yogurt starter bakteriler! i¢in bir gelisme faktdri-
diir. Dolayisiyla inkiibasyon ve depolama sirasinda orotik asitin azalmasi dogaidir (Gizelge 1). Aragtirmada
yodurt yapimi sirasinda siitte bulunan orotik asitin inkitbasyon sonlarinda %30 oraninda azaldii hesaptan-
mig, benzer gekilde OKONKWA ve KINSELLA (1969), ALM (1982), SAIDI ve WARTHESEN (1989) VE FER-
NANDEZ-GARCIA ve MCGREGOR (1994)'da ayni slre zarfinda orotik asit miktaninda %30-%48 arasinda
azalma tespit etmislerdir. NAVDER ve arkadaglan (1990) ise yagsiz sitten yapilan yogurtlarda tesbit edilen
orotik asit diglistiniin 1. ginde %56 oldugunu belirlemiglerdir. Ticari yogurt érneklerinde bulunan orotik asit
miktarlan da bulgularmizda oldudu gibi 0.05 ve 0.06 mg/g olarak tespit edilmigtir (LARSON ve HEGARTY,
1979; BEVILACQUA ve CALIFANO, 1989).

Sitte bulunmayan asetik ve propionik asitlerin yogurt yapimi ve depolama sirasmda artid goriimis-
tar (Gizelge 1). Benzer sonuglar BEVILACQUA ve CALIFANC (1989) ile FERNANDEZGARCIA ve MCGRE-
GOR (1994) tarafindan da elde edilmigtir. Sitrik ve Grik asit miktarlaninin yogurt aypimi sirasinda azaldiy, de-
polama sirasinda ise 6nemli bir dedisim gdstermedigi belirlenmig, FERNANDEZ-GARCIA ve MCGREGOR
(1994} da Grik asidin yogurita fermentasyon sirasinda bir miktar azaldigini, ancak sitrik asit kensantrasyonu-
nun degismedigini tespit etmistir. Diger yandan bulgulanmiza parale! olarak ticari yogurt &rneklerinde belirle-
nen sitrik asit miktatlannin ¢ig siit drneklerinkinden diiglk bulundugu tespit edilmigtir (MARSILI ve ark., 1981;
BEVILACQUA ve CALIFANO, 1989).

Yogurt dretiminin esasini olugturan laktik asit gerek yogurt yapim: gerekse depolama sirasinda arhig

- gdstermis ve inek siitlinds ortalama 1.77 mg/g olan degerin devamli bir gekilde artarak 14 giln depolanan yo-
durt meklerinde 19.55 mg/g'a ylkseldigdi tespit ediimistir. Bu arada pH degerlerinin digerek asittigin (% laktik
asit cinsinden) yikseldigi de belirlenmigtir.

inkilbasyon ve yogurdun muhafazasi sirasinda émeklerin pH degerleri devamli bir gekilde azalmigtir
(Sekil 3). Yogurda iglenacek siitte yaklagik 6.7 olan pH degeri, inkiibasyonun 1 saatinden 6.1'e, 3. saalinde ise
4.8's digmistiir. Yogurta titre edilebilir asitlik de beklendigi gibi siitin inkiibasyonu ve yogurdun muhafaza
edilmesi sirasinda %0.40'dan baglayarak %1.4'e kadar artrg gdstermigtir. Bu yikselme bazi aragtincilar tara-
findan da elde edilmigtir (BAVILACQUA ve CALIFANO, 1989; FERNANDEZ-GARCIA ve McGREGOR, 1994).
14 giin sonunda belirlenen pH ve titre edilebilir asitlik dederleri yogurdun tiiketilebilitlik sinirlan iginde bulun-
mustur, :
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®pH B Asitik{%hlaktik asit)

1. 2. 3 1. 7. 14.
Saal Saat Saat Gin Giin Gan

Sekil 3. inkiibasyon ve yogurdun muhafazas: sirasinda
pH ve asitlik degisimi

10

mm jllTatveKoku B Yap) ve Kivam B Gorinug

\V/

Duyusal Defjerler

/7777

-
-y

Sekil 4. Yogurtlarda duyusal deferlerin degigimi

Yogurt éreklerinde depolama sirasinda belirlenen duyusat zelliklerin degigimi Sekil 4'de grafik olarak
veriimigtir. Depolama baglangicindan 6zellikle depelamanin sonlarina dogru émeklerin tat ve koku degerier!
azalmigtir. Bunda mamulde asitlik diizeyinin artarak eksi tada neden olmasinin yaninda, diger metabolik par-
¢alanmalar sonucu meydana gelen maddeler etkili olmaktadir. Yapi, kivam ve gériiniis degerlerinde ise her-
hangi bir degdisim belilenmemigtir.
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