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OZET

Yuksek Lisans Tezi

ULTRASON iSLEMiNiN LAKTOPEROKSIDAZ ve ALKALEN FOSFATAZ
ENZIMLERI UZERINE ETKISI

Yavuz YUKSEL

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisii
Gida Bilimi ve Teknolojisi Anabilim Dali

Damgman: Dog¢. Dr. M. Fatih ERTUGAY

Bu ¢ahigmada, sofuk muhafaza yOntemlerinden biri olan ultrason islemi, siit teknolojisinde
onem arz eden laktoperoksidaz ve alkalen fosfataz enzimlerine uygulanarak aktivitelerindeki
degismeler g6zlenmistir. Bu amagla, ultrason islemi uygulanmams kontrole ilaveten 20, 40, 60
ve % 80 olmak iizere dort farkh dalga genisligi, 20 ve 40 °C olmak iizere iki farkli sicaklik ve
30, 60, 90 ve 120 s siirelerinde dort farkh iglem siiresi kullanilarak LPO ve AP enzimleri
iizerine kombine etkileri tespit edilmeye ¢aligilmigtir.

Calhiymada belli miktarda laktoperoksidaz (LPO) enzimi 0.1 M Na,HPO,7H,O (pH: 6.0)
cozeltisine katilarak ultrasona maruz birakilmigtir. Bu enzimin, 2,2-azinobis (3-etilbenztiazolin-
6-siilfonik asit) (ABTS) ¢ozeltisini H,0, esliginde yiikseltgenmis forma doniistiirmesi
reaksiyonundan faydalanarak spektrofotometrede 412 nm'de absorbanstaki bir dakikalik artig
enzim iinitesi olarak kaydedilmigtir.

Alkalen fosfataz (AP) enzimi ise 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP) (pH: 10.45, 35°C)
icerisine belli miktarda ilave edilerek ultrasona tabi tutulmustur. Spektrofotometrede p-
nitrofenil fosfat (nNPP) substratinin su ile reaksiyona girmesi sonucu olugan renkli bilesigin (p-
nitrofenolat) AP esliginde 400 nm’de absorbans artigt meydana getirdigi gbzlenmigtir. Bir
dakika igerisinde meydana gelen absorbans artig1 enzim iinitesi olarak belirlenmigtir.

Ultrason islemi ile LPO ve AP enzimlerinin aktivitelerinde dalga genisligi, sicaklik ve iglem
zamanina bagh olarak bir miktar azalma belirlenmistir. Ayrica % 80 dalga genigliginde
enzimlerin sicakhk ve siireye bagli olarak aktivitelerinin bilyiik oranda azaldifi ve ultrasonun
diger iglemlerle (i1s1, ultraviole, basing... vd.) kombine kullanilmasi halinde daha etkili
olabilecegi de tespit edilmigtir.

2002 , 40 sayfa
Anabtar kelimeler: Ultrason, laktoperoksidaz, alkalen fosfataz



ABSTRACT

Master Thesis

EFFECT OF ULTRASOUND ON LACTOPEROXIDASE AND ALKALINE
PHOSPHATASE ENZYMES

Yavuz YUKSEL

Ataturk University
Institute of Pure and Applied Sciences
Department of Food Science and Technology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. M. Fatih ERTUGAY

In this study, ultrasound process, a kind of cold preservation methods, was applied to
lactoperoxidase (LPO) and alkaline phosphatase (AP) enzymes which have an significant
function in milk technology and the changes in their activities were determined. For this
purpose, 4 different amplitudes (20, 40, 60 and % 80) addition to untreatment (control), 2
different temperatures (20 and 40 °C) and 4 different exposure times (30, 60, 90 and 120 s) were
applied to these enzymes and the effects of these factors were tried to determine on LPO and AP
enzymes.

In the study, a certain amount of LPO enzyme was added in 0.1 M NapHPO4.7H20 solution
(pH: 6.0) and than this solution was exposed to ultrasound treatment. An increase in a minute at

412 nm absorbance in spectrophotometer was recorded as enzyme unit by means of ovidation
reaction of 2,2-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) with together H,0,.

AP enzyme was also subjected to ultrasound after added in certain amount to 2-amino-2-
methyl-1-propanol (AMP) (pH: 10.45, 35°C). It was observed that colourful solution (p-
nitrophenolate), occurred by reaction of p-nitrophenyl phosphate (nNPP) substrat with water in
spectrophotometer, has absorbance increase to occure by accomplishment with AP enzyme.
Absorbance increase in a minute was determined as an enzyme unit.

A decrease was determined in activities of LPO and AP enzymes by ultrasound process depend
on level of amplitude, temperature and exposure time. Furthermore, we observed that activities
of these enzymes decreased dramatically depending on temperature and exposure time in % 80
amplitude. Finally, we can say that the usage of ultrasound process with other treatments
(temperature, ultraviolet, high pressure... etc.) would be more effective.

2002 , 40 pages
Keywords: Ultrasound, lactoperoxidase, alkaline phosphatase
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1. GIRiS

Diinya niifusunun 6.5 milyara ulagti1 giiniimiizde bir kisim insanlarin aghktan Slmesi,
diger taraftan gidalarin uzun siireli olarak muhafaza edilmedigi i¢in yararlanmaksizin
yok edilmesi kullamlan gidalarin uzun siireli muhafaza edilmesinin 6nemini daha da
artirmugtir. Uzun silreli olarak muhafaza edilen gidalar, gida iretiminin olmadifi
bolgelere uygun sekilde transfer edilmesi durumunda aghktan kaynaklanan Gliimlerin

bir derece 8nlenmesi miimkiin olacaktir.

Gudalarin dayanikliligm artuwmak igin, olumsuz mikrobiyal ve enzimatik aktivitenin
belirli oranlarda dnlenmesi gereklidir. Isil iglem, renk, lezzet, besin degeri gibi bazi gida
ozelliklerinde olumsuz etki olusturabilecegi igin mikroorganizma ve enzim
inaktivasyonunda isil olmayan baz teknolojik islemlere ilgi artmaktadir (Mertens ve
Knorr 1992; Gould 1995; Barbosa-Canovas et al. 1997). Gidalarin besinsel ve duyusal
Ozelliklerindeki tiiketici isteklerini kargilayabilmek i¢in ¢ok sayida geleneksel olmayan
muhafaza metotlar gelistirilmektedir (Alzamora et al. 2000). Sit {riinlerinin kalite ve
muhafaza 6zelliklerini artirmak igin son zamanlarda giindemde olan teknolojilerden biri

de ultrason uygulamalaridir.

Ultrason kati, siv1 ve gazlardan gegebilen, frekans: 20 kHz'den daha fazla olan insan
kulag: tarafindan algilanamayan ses dalgalari olarak tamimlanabilir. Diger bir tamma
gore de, saniyede 20 000 veya daha fazla ses dalgasi tarafindan enerji iiretilmesi
iglemidir. Ultrason uygulamalarinda diisiik ve yiiksek siddetli ultrason olmak iizere 2
farkh tipte ses dalgast kullamlmaktadir (Villamial et al. 1999).

Gida endiistrisinde MHz genisliginde diisiik enerji, yiiksek frekansh ultrason ve kHz
genisliginde diigitk frekans kullanimu diger alanlarda oldugu gibi yillardan beri gelisme
ve aragtirma konusu olmugtur. Diisiik siddetli (enerjili) ultrason, diisiik giig seviyesi (<1
W/cm2) ve yiiksek frekans: ile (0.1-20 MHz) tamumlanir. Gida uygulamalar igin 0.1-20

MHz arasindaki yitksek frekanslar ve diigiik enerji seviyeleri (100 mW)
kullamlmaktadir (Gunesakaran ve Ay 1996; McClements 1997; Villamiel et al. 1999).



Yiiksek enerjili ultrason ise yiiksek enerji seviyesi (10-1000 W/cmz) ve nispeten diisiik
olan frekans: ile (< 0.1 MHz) tammlanabilir. Bu tip ultrason dalgalan ile yapilan
uygulamalarda, uygulanan materyalde fiziksel ve kimyasal degismeler meydana
gelmektedir. Bu nedenle ultrasonun bu tipi, esas olarak cansiz olan materyallerde ve
Ozellikle irlin isleme alaninda yaygn olarak kullamlmaktadwr. Ytksek enerjili
ultrasonun, uygulandifi materyalin yapisti bozma mekanizmasi tizerine farkli teoriler
bulundugu belirtilmektedir (Blitz 1971; Villamiel et al. 1999).

Yiiksek enerjili ultrason dalgalan bir sivi iginden gegtikleri zaman baloncuk veya
oyukguk (kavitasyon)'lar olustururlar. Bu baloncuklarin  sdnmesiyle materyalin
bozulmasindan sorumlu tutulan sok dalgalari, yiiksek sicaklik ve basingla beraber daha
etkili sekilde hasara neden olmaktadirlar. Bununla beraber yine kavitasyon esnasinda
gok az miktarda da olsa serbest radikallerin de olusabildigi gorlsii ve bu radikallerin
ozellikle DNA gibi biyolojik materyale saldirmasiyla ek bir hasar meydana
getirebilecedi vurgulanmaktadir (Scherba et al. 1991; Villamiel et al. 1999, 2000).

Ultrason dalgalar1 biyolojik yapilari bozmalariyla bilinmektedir. Gegen yiizyll boyunca
bunun nasil gergeklestigi incelenmistir. Ultrason dalga genisligi, uygun yogunlukta
segilirse hiicre oliimiine neden olmaktadir. Dalgalar bir sividan gegerlerken basingta
artma ve azalmalara neden olmaktadirlar. Dalga yeterli biiyiikliikteyse, baloncuklar
veya kaviteler olusur. Buna kavitasyon denir. Kavitasyonun kalic1 veya gegici iki farkli
etkisi vardir. Kalici kavitasyon kiiglik baloncuklardan olusur ve degisen basincin
etkisiyle bu baloncuklar titresir. Olusan kiigiik baloncuklar sivi icerisinde ¢oziiniir ve
titregimler sayesinde gevreye yayilarak hiicre yiizeylerine siirtiintirler. Daha sonra da
hiicre zarmin yikimina neden olurlar. Gegici kavitasyon ise, baloncuk biiyiikliigiiniin
hizla degismesiyle olur. Birkag titresim dongiislinde baloncuklar farkl yogunluklarda
sonerler. Bu baloncuklar sonerlerken gevrelerinde yiiksek basing ve belirli bir sicakhk
olugur. Bunlarin birlikte etkileri sonucunda hiicre zarlarmm yapist bozulmaya baglar
(Scherba et al. 1991).



Ultrason dalgalarmin Sldiirme potansiyeli, denizalti savaslarinda radarlarm kullanimiyla
anlagilmigtir. Denizaltindan yayilan ses dalgalarmin baliklari Sldiirdiigti goriilmiigtiir.
Bu sayede ultrasonun hiicreleri bozma ve inaktif etmede kullaniimas: diistiniilmiigtiir.
1960'larda yapilan aragtirmalar ultrasonun mikrobiyal hiicrelerle iliskisini anlamak igin
yogunlagmistir. Bu arastirmalarla kavitasyondan kaynaklanan parcalama zarari, 1s1 ve
serbest radikal olusumu tespit edilmigtir. 1975'deki aragtirmalar ultrason isleminin hiicre
duvariu  zayiflatigim ve  hiicre stoplazmasmin disan  bogalmasim  sagladigi
g6zlenmigtir. 1980'lerde ultrasonun 1s1 iglemleri ve kimyasal maddelerle birlikte

kullanilmalari aragtirdmugtir (Earnshaw et al. 1995).

Ultrason islemi esnasinda bashca aktif etki, bir sivi iginde hava kabarciklarmn olusumu
ile sonuglanan mekanik etkidir. Ancak kavitasyon olayr sicaklik artist ve molekiiler
hareket nedenleriyle mekanik enerjinin olustugu bir 151 olusum prosesidir. Bundan bagka
enerjinin bir kismu numunenin 1smmas: i¢in absorbe edilebilir. Numunenin igerisinde
isinma olurken, ekipman duvar sicakhgy sivi sicakhigindan daha diisiik olmaktadir. Bu,
daha iyi sicakhk dagdum ve daha az olugsum bozuklugu ve bu nedenle iiriin kalitesinin
gelismesi bakimindan geleneksel 1sil islemlerden istiin bazi avantajlar saglayabilir
(Villamiel ve Jong 2000). Diger taraftan, siit iriinlerinde ultrason uygulamasimn
tiiketicilerin daha az islem gormiis gidalara olan ilgilerinden dolay: dikkat cektigi ifade
edilmektedir (Villamiel et al. 1999, 2000).

Ultrason islemi bir siviya uygulandiginda yararh olan veya olmayan serbest radikallerin
olusmasim saglamaktadir. Bu islem sonunda sudan hidroksil iyonu, hidrojen iyonu ve
hidrojen peroksit meydana gelebilmektedir.  Ayrica ultrason, DNA moleklillerinde
gesit yerlerde kirlmalar meydana getirir. Ornegin; hidroksil radikalleri polimeri
baglayan hidrojen kopriilerini etkiler (Suslick 1988; Mason et al.1994).

Kavitasyon olusma oram bazi parametrelerden etkilenmektedir. Ornegin; yiiksek
sicakhkta kavitasyon baloncuklann daha ¢abuk olugmaktadir. Bunun sebebi buhar
basincin artmasidir. Baloncuk miktari sicakhk arttikga artmaktadir. Ultrasonun dalga
genisligi 6nemli bir parametredir ve maksimum baloncuk bilyiikliigiinii belirlemektedir.
Dilsiik dalga genisliginde baloncuklar bilyiik olusmakta ve sondiiklerinde yliksek



enerjiler ortaya ¢ikarmaktadwrlar. 2.5 MHz'in Ustiindeki frekanslarda  kavitasyon
olusmamaktadir. Kavitasyon olusumunu etkileyen diger nemli faktdrde, sivi gevrenin
viskozitesidir.  Yiiksek viskoziteli iiriinlerde difiizyon kolayca bozulacagindan
kavitasyon olusma derecesi diigmektedir. Viskozitenin olumsuz etkisinden
etkilenmemek igin, yilksek yogunlukta diigik frekansta dalgalar kullanimasi
gerekmektedir. Buna alternatif olarak, sivi isitidiginda viskozite azalmakta ve ultrason
dalgalariin siv1 igerisine daha kolay girmeleriyle etkinlik artirilabilmektedir (Suslick
1989).

Ultrasonun bakterisidal etkisi genellikle hiicre i¢i kavitasyona atfedilmistir. Bu etki,
ultrason iglemi sirasinda, degisen basinglar tarafindan meydana getirilen hava
kabarciklarmin bir anda olugmasi ve pargalanmasiyla mikromekanik soklara neden
olmasindan  kaynaklanmaktadir. [slem swasimda olugan mikromekanik soklar,
hiicrelerde ve bir takin yapisal ve fonksiyonel bilesenlerde yikimlara neden
olmaktadirlar. Baloncuklarin olugmalar1 ve sénmeleri sirasinda olugan yiiksek basinglar
hiicreleri etkilemektedir. Ayrica olusan sicaklik da belli 6lciide hiicre hasarinda rol
oynamaktadir. Sicakliin olusumu bir anhktr ve sadece baloncugun gevresi
isinmaktadir. Dolayisiyla ¢ok az sayida hiicreyi etkilemektedir. Basmglar ise, hiicre
zarm etkileyerek hiicre duvarinin pargalanmasina neden olmaktadirlar. Eger ultrason
diger koruma teknikleriyle (1s1l islem-kimyasal) birlikte kullanilirsa, bakteri hiicresi
daha fazla zarar gorecektir (Scherba et al. 1991; Hoover 2000).

Gidalardaki 1sil  igleme alternatif olarak Onerilen teknolojilerden biri de
manotermosonikasyon (MTS) yani basing altinda ultrason dalgalart ve sicakhign
birlikte uygulanmasidir. MTS uygulamasmin Onemli 6lglide mikroorganizma ve
enzimleri inaktif ettigi bildirilmigtir (Lopez et al. 1994).

Ultrason iglemine tabi tutulan bakteriler sicakliga daha duyarhidirlar. ki islem birlikte
kullanildiginda etkinin arttigy gozlenmistir. Sicaklik ve ultrasonun birlikte kullanimina
termosonikasyon denir. Eger sicaklbk sivinin kaynama noktasmi gegerse kavitasyon
olugsmamaktadir. Ciinkii bu sicaklikta yiiksek buhar basinci olusmaktadir. Bunun igin,
sicaklik, basing ve ultrason isleminin birlikte kullanilmas: gerekmektedir. Basincin



termosonikasyonda, kaynama noktasmin iizerinde uygulanmasi bdylece miimkiin
olmaktadir. Bu uygulama genellikle spor olusturan bakterilerde (Bacillus cereus,
Bacillus stearothermophilus ve Bacillus coagulans) kullaniimaktadir. 300 kPa basing ve
112°C sicaklikla beraber ultrason iglemi uygulanirsa inaktivasyon oram, basing olmayan
isleme gore 10 kat artmaktadir. Basing ve termosonikasyonun birlikte uygulanmasinda,
hiicreler yogun titresim ve kavitasyona maruz kalmaktadirlar. Sonug olarak sporlarda
bulunan bazt Kimyasallar ve diiglik molekiil agiwrhgindaki polipeptitler digart
¢ikmaktadirlar (Raso et al. 1994).

Mikroorganizmalar1 inaktif hale getirmek i¢in gerekli olan ultrasonun enerji tiiketiminin
geleneksel yontemlere gore oldukga yiiksek oldugu, bu nedenle koruma teknigi olarak
yikksek enerjili ultrasonun endiistriyel uygulamalara girmesi durumunda diger
tekniklerle birlikte degisik kombinasyonlarda detayll arasgtimalar yapilmas:1 gerektigi
anlagilmaktadir. Ultrason teknolojisi ile sicaklik artigt olmadan siit igerisinde bulunan
mikroorganizma ve enzimler ses dalgalan ile inaktif olmaktadir. Materyalde sicaklik
artigmin olmamasi, gida bilesenlerinin olumsuz ydnde etkilenmesini engellemektedir.
Bu gibi islemler gida bilesenlerine daha az zarar verdigi icin son zamanlarda tercih
edilmeye baglanmustir (Mertens ve Knorr 1992).

Ultrasonun endiistriyel uygulamalari; tekstiir, viskozite ve ¢ogu kat1 veya sivi gidalarin
konsantrasyon Olgiimlerini; yumurta, et, meyve, sebze, siit mamiilleri ve diger triinlerin
kompozisyonunun belirlenmesini, gesitli uygulamalarin kontrolii ve goriintiilenmesi igin
kalinlik, akis seviyesi ve sicaklik Olglimlerini ve gida ambalajlarin zararsiz olarak
incelenmesini  icermektedir. Ayrica bir takim arastirmalarda st transferinin
hizlandiriimasi, akiskanlardan gaz alinmasi, hiicrelerin yikimi, mikroorganizmalarin ve
enzimlerin inaktivasyonu, kurutma, filtrasyon, yiizeylerin temizlenmesi gibi direkt
proses uygulamalarinda  incelenmistir (Floros ve Liang 1994). Bunun yannda,
kangtrma ve pargalama islemleri, ka1 ve siv1 yaglarin emiilsifikasyonu, dondurma
isleminin  hizlandinlmasi, etlerin ve saraplann  olgunlagtirilmasy,  temizleme,
homojenizasyon ve swvilarin berraklagtmlmalarmda da uygulanmaktadir (Mason et al.
1994; Sala et al. 1995).



Siit ve siit iiriinlerinde ultrason teknolojisi tek basina veya diger yontemlerle kombine
olarak ekipmanlarn temizligi, bakteri ve enzimlerin  inaktivasyonu, siitiin
homojenizasyonu, peynir yapmnda pihtilasma ve olgunlagma gibi proseslerde,
enzimlerin ekstraksiyonunda  kullaniimaktadir. Ultrasonla muamele edilen siit
iiriinlerinin besin degerleri iizerine yapilan arastrma sayis1 gok azdir. Mikrobiyal
kalitesi yiiksek, besin degeri azalmamus siit {iriinleri {iretimi i¢in ultrason ve geleneksel
‘metodlarm kombinasyonlar iizerinde ¢alisiimas) gerekmektedir.

Siit iiriinlerinin muhafazas, iiriin igleme ve gelistirme ile ilgili gahymalarin laboratuvar
6lgekli olarak yapilabildigi, ancak homojenizasyon ve temizleme gibi uygulamalarn ise
pilot ve endiistriyel olgekli ekipmanlarla yapilabildigi, enerji titketimi agisindan ise
ultrason uygulamasmin genel olarak daha fazla enerji titketimine neden oldugu
belirtilmektedir. Ultrasonun siit {iriinlerindeki bazi uygulamalar1 Cizelge 1.1'de
verilmistir (Villamiel et al. 1999, 2000).

Bilindigi gibi, siit ve siit tiriinleri gida teknolojisinde bityiik 6neme sahiptir. Siitlerin
teknolojik ve biyolojik agidan degerlendirilmesinde kriter olarak kullanilan enzimler ise
siit kalitesinin belirlenmesinde ve uygulanan 1sil islemlerin kontroliinde nemli bir rol
oynamaktadir. Siitiin igerisinde diisiikk konsantrasyonlarda bulunan enzimler, iiretim
hatalari ve Kkaliteyi etkiledikleri i¢in biiyilkk ©nem tagimaktadirlar. Siitte goriilen
kusurlarin ¢ogu enzimlerden kaynaklanmaktadir (Metin 1996).

Yiiksek frekansh ultrason (10-100W/cm’ ve 0.1Mhz) temizleme, bakteri ve enzimlerin
inaktivasyonu, galaktozoksidaz ve kimozinin ekstraksiyonu, siitlin homojenizasyonu ,
peynir veriminin artirilmasi gibi bazi siit uygulamalarinda kullamimaktadir (Villamiel
ve Jong 2000).



Cizelge 1.1. Ultrason Teknolojisinin Siit Urilnlerinde Baghca Uygulamalart

Uriin | Ultrason siddeti Uygulama Kullanim sekli ve
beklenen faydalar
8.4 W/cm® Toplam bakteri ve koliform Ultraviyole 15ikla
inaktivasyonu birlikte
Staphylococcus aureus ve Sicaklik
150 W Bacillus subtilis sporlarmin | uygulamasiyla birlikte
inaktivasyonu
--- S. typhimurium ve peroksidaz [ Sicaklik ve yliksek
inaktivasyonu basingla birlikte
Siit
77.5 W/em® Insan siitiiniin Yag kaybinin
homojenizasyonu azaltilmasi
-—- P. fluorescens'den -—-
kaynaklanan lipaz ve
proteazn inaktivasyonu
20-41 W/cm® Kimozin ekstraksiyonu Enzim aktivitesinde
artiy
Peynir Laktik asit bakterilerinden Ekstraksiyon
23 W aminopeptidazlarin zamaninda azahg
ekstraksiyonu
- Peynir randimaninda artis ve Dabha iyi peynir
yagsiz peynir {iretimi kalitesi ve emiilsiyon
kapasitesinde artig
40 W-12 kW Sise ve ekipmanlarin Sicakbik uygulamasi
Diger temizlenmesi ile birlikte
1.29-1.72 W/em? Laktozun hidrolizi pH kontrolii esliginde

Anne karmindaki yavrunun gelisimine benzer bir sekilde meyve ve sebzelerin i¢ yapilar
ve kaliteleri de yikici olmayan ultrason islemiyle incelenmektedir (Mizrach et al. 1994;

Ay ve Gunasekaran 1994; Mason et al. 1996).

Siitiin ¢ok yiiksek sicakliklarda islem goérilp gormedigini belirlemek amaciyla bir kriter
olarak kullamlan peroksidaz enzimi sadece sicaklik etkisiyle degil, kimyasal maddeler



ve mikroorganizmalarin etkisiyle de inaktif olmaktadir. Alkalen fosfataz enziminin ise
1s1l islem etkisiyle inaktif oldugu sicaklik, patojen mikroorganizmalarin inaktif oldugu
sicakliklarla paralellik gostermekte ve bu pastbrizasyon normlarinda siitiin kimyasal
bilesiminde onemli bir degisiklik olmamaktadir. Pastorize edilmig stitlerde alkalen
fosfataz enziminin varlig1 pastorizasyon igleminin yapimadigim gostermektedir.
Patojen mikroorganizmalarin bertaraf edilmesini saglayan alkalen fosfataz da inaktif
hale geldiginden, bu enzimin aktivite testi 1sil iglemin yeterliligi konusunda bilgi

vermektedi r (Metin 1996).

Ultrason iglemi igin kritik faktorler ; ultrason dalgalarinin yapisi, mikroorganizmalar ile
maruz kalma siiresi, mikroorganizmanin tipi, uygulanan gidamin hacmi, kompozisyonu
ve sicaklifi, gidanin heterojenligi ve koruyucﬁ dogasi (partikiillerin yapisi), koruma
metodu olarak ultrasonun tek bagmna kullammu ve siddetidir. Ultrasonun iyi bir sonug
vermesi igin 1s1, basing gibi iglemlerle birlikte kullanilmasi sarttir (Vollmer et al. 1998).

Ultrason igleminin  diisitk sicakhk ile birlikte uygulanmasimin avantajlari  vardir
(Earnshaw et al. 1995).

e Daha iyi kaliteli {iriinler olugturulur.

e Uriiniin tad1 ve gériiniimiinde iyilesmeler olmaktadir.

e Diigiik enerji ihtiyacindan dolay1 maliyet azalmaktadir.

Bazen gidalarm koruyucu dogast ve karmagikhii bir koruma metodu olarak ultrasonun
tek bagma kullanmmm elverigsiz kilmaktadir. Buna ragmen ultrason teknolojisi
zamanmizda  ve gelecekte enzimlerin ve mikroorganizmalarin inaktivasyonunu igeren
gida endiistrisi uygulamalarmda genis bir alanda kullanilacaktir. Ultrason islemi ile
giudalarda bulunan mikroorganizmalarin inaktivasyonu hakkinda fazla bilgi yoktur.
Aragtirma faaliyetleri, endiistriyel uygulamalar igin bilyilk potansiyele sahip gdriinen
diger koruma metotlan (sicaklik ve basing gibi) ile ultrason igleminin kombinasyonu

lizerinde yogunlagmustir (Raso et al. 1998).



2. KAYNAK OZETLERI

Son yillarda ultrason iglemi ve diger alternatif gida teknolojileri ile ilgili ¢abgmalar,
tiiketicilerin gelismis, kaliteli ve gilvenli tiriinlere olan talepleri nedeniyle artrmgtir. Bu
ylizden bu teknikle ilgili ok sayda aragtirmalar yaplmgtir (Martinez et al. 1987,
Samari 1994; Benedito et al. 1995; Banerjee et al. 1996; Barton et al. 1996; Vercet et al.
1997; Carcel et al. 1998; Gennaro et al.1999; Mulet et al. 1999; Pagan et al. 1999;
Marcotte et al. 2000).

Ultrason uygulamasmun, siit pihtilagtiric1 enzimleri de igeren birgok enzim tizerindeki
etkisi, farkli model sistemlerde g¢ahigilmugtir. Raharintsoa et al. (1977), kimozin, pepsin
ve birka¢ fungal enzimin ultrason (27 kHz) iglemine karsi farkh hassasiyetlere sahip
olduklarm bildirmislerdir. Ornegin; kimozinin pthtilagtirma  aktivitesi ultrasonla
muamele edilme siiresinin uzamasiyla ve Ornegin su ile seyreltilmesiyle azalmaktadir.
Aym aragtiricilar serum proteinler ve tampon ¢ozeltilerin (pH = 6) kimozinin
inaktivasyonunu oOnledigini bildirmislerdir. Yine aym arastiricilarn  bagka bir
aragtirmalarinda (1978), bu {i¢ enzimin proteolitik aktivitesi, siitiin pihtilagmas1 ve
viskozitesi {izerine ultrason igleminin etkisi ¢aligilmigtir. Aragtirma sonucunda ultrason
muamelesiyle enzimlerin proteolitik aktivitesinin genel olarak azaldii, ultrasonla yag
globiillerinin suya olan ilgileri artinldigindan ultrasonla siitiin viskozitesinin azaldig1
bulunmugtur. Ultrason igleminin, peynir pihtisimn sertligini artrdigi, 6zellikle domuz
pepsini ve fungal enzimler kullanildiinda piht1 olusum sikiigm fazlalagtirdif: tespit
edilmigtir.

Lopez et al. (1994), peroksidaz, lipoksigenaz ve polifenol oksidaz enzimlerinin
inaktivasyonu {izerine sicakligin, ultrason igleminin ve yiiksek basmcin etkisini
aragtirmiglardir. Deneyler, peroksidaz igin 37 - 142.6 °C 'de, lipoksigenaz i¢in 37 - 77
°C 'de ve polifenol oksidaz igin 37 - 70.7 °C 'de 20 kHz'lk frekans ve 1.5 ve 7.2
kg/cm”lik statik basingta gergeklestirilmistir. Biitiin  denemelerde, enzimlerin
inaktivasyonu iizerine basing ve sicakhigmn sinerjik bir etki gosterdigi belirlenmigtir.
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Yapilan bir ¢aligmada, ultrasonun, UHT siitlerde proteolitik bozulmaya neden olan 1s1l
isleme dayamkli enzimlere karsi onleyici etkisinin oldugu bulunmugtur (Ahvenainen et
al. 1991). Enzimlerin inaktivasyonu, ultrason siddetinin artirilmasiyla hizlanmaktadir.
Kombine proseslerde de genel olarak, inaktivasyon oram basmcin maksimuma
¢ikarilmasiyla artmaktadir. Bu sgekilde kombine edilmis islemlerin 1siya dayanikh
enzimler tarafindan slitte, meyve sularinda ve diger igeceklerde olusturulan
problemleri ¢ozmede yardimer olabilecegi, ultrason (20 kHz), sicaklik (140 °C) ve
basing (650 kPa) 'dan olusan tglii kombinasyonun sadece sicakliktan olusan (140 °C)
kontrol grubundan ekstraseliiler lipaz ve proteazin aktivitesini azaltmada daha bagarih
oldugu belirtilmektedir (Villamiel et al. 1999).

Diger taraftan, diigitk frekansh yiiksek giddetli ultrason teknolojisinin kullamilmasiyla,
enzimlerin mikroorganizmalardan ekstrakte edilmeleri sirasinda, hiicre etrafindaki simr
tabaka inceltilerek, hiicre tahrip edilmeksizin enzimler elde edilmekte ve ultrasonun
direkt etkisi sonucu enzim aktivitesi artmaktadir (Villamiel et al. 1999). Kimozinin
ekstraksiyon etkinliginin, ultrason islemiyle artirilabilecegi ultrasonun kullanimiyla (20
kHz, 36 W/cm®) ekstraksiyon zamanmnda %97'lik bir azalma ve aktivitesinde %53'lik
bir artma oldugu belirtilmektedir (Kim ve Zayas 1989).

Siit teknolojisinde Onemli fonksiyona sahip bir diger enzim grubu olan peptidaz
enzimlerinin peptidleri pargaladifi ve bOylece peynirin olgunlagmasi sirasmmda acihfin
azaldi: bilinmektedir. Boquien et al. (1991), Lactococcus lactis subsp. cremoris'den
amino peptidaz enzimini ekstrakte etmek igin ultrasonik bir islem (5.75 W/ml, 30s)
gelistirmiglerdir. Bu arastiricilar gelistirdikleri iglemin diger islemlere gére daha hizh
oldugunu bildirmiglerdir. Diisiik frekansh yiiksek siddetli ultrason uygulamasinin, canh
hiicreler iizerinde aktiviteyi artmic1 etkisi oldugu bildirilmektedir. Yapilan bir
aragtirmada, ultrasonun yogurt iiretiminde kullamlmasiyla, yogurt bakterilerini uyararak
inkiibasyon siiresini %40 kadar azaltti: ve iiretilen yogurdun konsistens ve teksttiriintin
daha iyi oldugu belirtilmistir (Mason et al. 1996).

Sicakliga ve manotermosonikasyona (MTS) yaban turpu peroksidazimin mukavemetinde
cesitli faktorlerin etkisi, sicaklik ve ultrason dalgalarinin basing altinda es zamanh
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uygulamast ¢ahgilmistir, Tamponlama amaciyla katdan sakkaroz ve gliserol ilavesi
durumunda peroksidazin 1sil iglemle daha fazla inaktif oldugu belirlenmistir.
Peroksidazin daha yiiksek konsantrasyonlarda MTS'na daha az duyarh oldugu
gozlenmistir (Lopez ve Burgos 1995).

Yapilan bir arastirmada, siitteki alkalen fosfataz, glutamiltranspeptidaz, laktoperoksidaz,
laktoalbumin, laktoglobulin, kazein ve yag lizerine siirekli akigh yiiksek yogunluklu
ultrasonun etkisi incelenmistir. Sonuglar benzer iglem sartlarma sahip geleneksel 1sil
islem kullanilarak elde edilen sonuglarla kargilagtirilmig, ultrason ve sicakhia maruz
kalan 6rneklerde enzim ve suda eriyebilir proteinlerde ¢ok yiiksek bir denatiirasyon
elde edilmisti. Kazeinde, ultrason iglemi  sonucunda herhangi bir degisiklik
goriilmemekle birlikte ultrason etkilerinin bir sonucu olarak yag damlaciginm
boyutunda Onemli bir azalma (%81.5 'den fazla) oldugu gozlenmigtir (Villamiel ve
Jong 2000).

Villamiel et al. (1999), siitii dnce ultrason ile muamale etmis (8.4 W/cm?, 1 dakika) ve
daha sonra ultraviole radyasyona tabi tutmuglar (20 s) ve sonugta total bakterinin %93,
koliform populasyonunun ise %99.5 oraminda tahrip oldugunu tespit etmiglerdir. Aym
arastiricilar, swrasiyla 1 dakikalk ultrasonik muamele ve 20 saniyelik ultraviole
radyasyondan sonra pihtilagma siiresinin %10-25 uzadigiu saptamuglardir. Pihtilasma
sliresinin  uzamasmun  proteinlerin  denatlirasyonuna  baglanabilecegi, ultraviole
radyasyondan oOnce siitiin ultrasonla muamele edilmesiyle, siitiin tadinda ¢ok hafif
pismis tat ve aroma meydana geldigi belirtilmistir. Sonugta bu kombinasyonun
geleneksel isleme metotlarna gore fazla bir avantaj saglamadigi, ¢linkii koliform
inaktivasyonu tamamen gergeklestiremediBi goriilmiigtiir. Ancak pigsmis siit tat ve
aromasmin, islem swasinda siit sicaklifmin yeterince kontrol edilemeyisinden veya
ultraviole radyasyon sirasinda olugan degigmeler nedeniyle de meydana gelmig

olabilecegi belirtilmektedir.

Farkli mikroorganizmalarin ultrason iglemine dayanma giigleri incelenmistir. Biiyiik
hiicreler daha duyarh oldugu goézlenmistir. Hiicrenin yiizey alam genisledikge
baloncuklarin bombardiman etkileri daha genig alana yayilmis ve hiicre zaran daha
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fazla olmustur. Ayrica Gram(+) hiicreler, Gram(-) hiicrelerden daha dayanikli
olduklari goriilmiistiir. Bu dayamkliligin, Gram(+) bakteri hiicresinde bulunan kalin
hiicre duvarindan kaynaklandif1 anlagilmigtir. Ayrica sporlarm vejetatif hiicrelerden
daha direngli oldugu belirlenmigtir (Sanz et al. 1985; Scherba et al. 1991).

Bagka bir aragtirmada da, siirekli ultrason iglemi siitteki Onemli bakterilerin
inaktivasyonunda yiiksek frekansh olarak uygulanmig ve Pseudomonas fluorescens'in
(Gram negatif) Streptococcus thermophilus'tan (Gram pozitif) daha az direngli oldugu
tespit edilmistir. Siite uygulanan siirekli ultrason isleminin sonuglar1 siit prosesi igin

iimit verici bir teknik olarak kendini gostermigtir (Villamiel ve Jong 2000).

Sitrat fosfat tamponunda (pH:7.0) Listeria monocytogenes ATCC 15313 lizerine basing
altinda MS’nin inaktivasyon etkisi arastirilmis ve bu islemin 6ldiiriicii etkisinin oldugu
tespit edilmistir (Manas et al. 2000). Diger bir arastirmada ise, gikolatal siit ve %0.1'lik
ince film seklindeki bir pepton soliisyonunda Salmonella inaktivasyonu incelenmigtir.
Fizikokimyasal Ozelliklerinden dolay1 gikolatada smurh kavitasyon etkisi oldugundan
Salmonella inaktivasyonu, peptonlu suda daha fazla olmugtur. 10 dakikalik bir ultrason
uygulamasiyla peptonlu suda 2.5 logaritmik birimlik  Salmonella eastbourne
rediiksiyonu gergeklesmistir. Ultrason iglemi olmaksizin ¢ikolatal siitte 2.6 logaritmik
birimlik bir azalma ancak 71°C 'de 12 saatlik bir sil islemle saglanabilmigtir. Aym
aragtircilarin  yaptiklar1 bagka bir ¢alismada ise, peptonlu suda siispanse edilmis
Salmonella populasyonuna 10 dakikahk ultrason iglemi uygulanmg ve 4 logaritmik
birimlik azalma meydana gelmistir. Bununla beraber, gikolatal siitte 30 dakikalik iglem
sonunda Salmonella'da 0.8 logaritmik birimlik diigiis olmugtur. Arastirma, ¢ikolatal
siitlin ultrason iglemine kargi mikroorganizmalarin direncini artirdigim géstermistir (Lee
et al. 1989).

Listeria monocytogenes'in direnci lizerine basingla birlikte ultrason dalgalarimn NaCl
varliginda, ¢6ziicii madde, sicaklik islemi ve pH'min etkileri degerlendirilmigtir. Ayrica
manosonikasyon/manotermosonikasyon ile Listeria monocytogenes'in inaktivasyonu
tizerine (sicaklik, basing ve dalga genislii) islem parametrelerinin etkileri incelenmistir.

Sonuglar, meydana gelen zararin farkli mekanizmalar igeren manosonikasyon ve
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sicaklik islemi tarafindan olugtugunu gostermistir. Manosonikasyon igleminin geri
donilgiimsiiz reaksiyonlara neden oldugu ve sicaklik igleminden de nispeten bagimsiz
oldugu tespit edilmigtir. Bakteri inaktivasyonunda sicakligin yerine ultrason dalgalarimn
yogunlugunun artirlmasiyla manosonikasyon isleminin daha etkili olacag:
belirlenmistir (Pagan et al. 1999).

Ordonez et al.(1984), Enterococcus faecium ve Enterococcus durans bakterileri
lizerine ultrason iglemi (20 kHz/160 W'hk) ve sicakhgm (5-62 °C) etkilerini
aragtirmuglardir. Bakteri inaktivasyonunda iki islemin birlikte kullammi tek bagma
kullanimlarindan daha etkili olmustur. Ultrason ve sicakligin beraber kullamimasi
termodurik enterokok populasyonunu, tek bagina sicaklik uygulamasma gore yaklagik 1
logaritmik birim azaltnugtir. Aym aragtiricilarin dier bir ¢alismasinda benzer uygulama
(termo-ultrasonikasyon), 0.05 M fosfat tamponunda ve UHT siit igerisinde siispanse
gdilen Staphylococcus aureus iizerinde yapilmugtir. Yapilan iglemde 1s1 uygulamasinin
yalmz bagma uygulanmasma gore, sicaklik ve ultrason iglemi birlikteyken tampon
icerisinde bulunan bakterilerin D degerlerini %63 oranda, UHT siitte ise %43 oranda

azaltogtir,

Garcia et al. (1989), siit ve diger gidalarin sterilizasyonunda uygulanan sicakbfmn
azaltimas: i¢in bir alternatif metot olarak ultrason islemini incelemislerdir. Bacillus
subtilis'in iki tip sporu gliserol, su ve kaymakh siit igerisinde siispanse edilmistir. Belli
bir sicaklk araligmnda ultrason islemiyle veya ultrason iglemi olmadan ve ayrica
sicakhk ve ultrasonun birlikte uygulanmasi (termo-ultrasonikasyon) sonucu desimal
Olim zamanlarindaki azalmalar belirlenmistir. Kremal stitte 31°C'deki ultrason iglemi D
degerlerini diigiik oranda azaltmustir. Ultrason ve sicakhk islemi (90-102 °C) birlikte
uygulandifinda, tek bagmma sicakhk iglemine oranla %40 azalmann oldugu
g6zlenmigtir. Ultrason iglemi sicakhk ile birlikteyken sinerjistik bir etki gostermigtir.
Saf su igerinde her iki tip sporlar i¢in 70-95°C'lerde yalniz bagina sicaklik iglemine gére
D degerlerini %72.4-99.9 oranda azaltmustir. Suyun  sicakhfn 95°C {izerine
¢ikarilldifinda termo-ultrasonikasyonun sinerjistik etkisi azalmugtir. Siitte ve gliserolde
yiiksek sicakliklarda uygulanan termo-ultrasonikasyon igleminin  sinerjistik etkisi
degismemigtir. Sicaklik ve termo-ultrasonikasyondaki z degerleri birbirine ¢ok yakin
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bulunmustur. Termo-ultrasonikasyon iglemi D degerlerini iki tiir igin gliserolde %63.4-
77've kadar, siitte %34.6-85,1'e kadar azaltmistir. Suyun sicakhigmmn artisiyla sinerjistik
etkideki azalma suda kavitasyon yogunlugunun giderek azalmasma atfedilmigtir. Siitiin
sterilizasyonu igin termo-ultrasonikasyon uygulamasi, kavitasyon tizerindeki etkisinden
dolay1 pozitif basmcm kullamlmasimn yararh olacag: belirlenmistir,. Aym arstiricilarin
diger bir ¢alismasinda termoultrasonun (5 W/ml) Bacillus subtilis tizerindeki etkisini saf
su, gliserol ve siitte aragtirmuglar, oOzellikle suda, 70-95 °C 'de sporlarin
inaktivasyonunda ¢ok etkili oldugunu bulmuglardir. D degeri 1sil igleme gore % 99.9
oraninda azalmigtir. Kavitasyon etkisinin kaynama sicakhigina yakin derecelerde
baloncuklarin garpigma hizlarinin diigmesi nedeniyle azaldig belirtilmistir.

Wrigley ve Llorca (1992), 20, 40 ve 50 °C 'de galigan su banyosunda yapilan ultrason
islemiyle yagsiz siitteki Salmonella Typhimurium’un etkili bir gekilde inaktif edildigini
belirtmiglerdir. Ultrason ile islem gérmiis ve g6rmemis siit drneklerinin ¢6ziinebilir

protein konsantrasyonlari arasinda dnemli farkliik bulunmadifi saptanmgtir.

Statik basing altinda ultrason islemi ile Bacillus subtilis sporlarmn inaktivasyonu ve
kombine edilmig bir manosonikasyon 1si islemin incelendigi bir g¢ahgmada,
manosonikasyon (MS) islemlerinin bakteri sporlari iizerine olan etkisinin iglem
sicakligi, ultrason dalgalarmin genigligi ve statik basmnca bagh oldugu belirlenmigtir.
500 kPa, 117 um genisliginde 12 dakikalik bir manosonikasyon iglemi yaklasik olarak
%99 oraminda inaktivasyona yol agnmugtir. 500 kPa iistiindeki basing artigi, inaktivasyon
oranini artirmanug, 90pum'de (20 kHz, 300 kPa, 70 °C, 12 dak.) manosonikasyon iglemi
Bacillus subtilis spor popiilasyonunun %70'ini inaktif etmesine karsin, 150 pm'de bu
populasyonun %99'unu inaktif etmistir (Raso et al. 1998).

Ultrason islemi sadece sicaklhk ve basingla birlikte mikroorganizmalarin
inaktivasyonunda kullamlmamaktadir. Ayrica kimyasal uygulamayla beraber de
uygulanabilmektedir. Klor gibi kimyasallar, gida lriinleri ve bunlarin yapildigi
yiizeylerin temizlenmesinde kullanilmaktadir. Lillard (1993), tarafindan yapilan bir
aragtirmada,  kiimes hayvanlar1 derisine inokiile edilen Salmornellanin ultrason

islemiyle inaktivasyonu incelenmistir. Bunun igin, klorlu su igerisinde ultrason islemi
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uygulanmig ve bakterinin 2.5-4 logaritmik birim azaldigim tespit etmistir. Yalnizca
klorlu su banyosuna daldirllan kiimes hayvanlarn1 etlerindeki Salmonella’da 1
logaritmik birimden daha az diigiis meydana gelmis ve sadece ultrason islemine maruz
brrakildiginda ise 1-1.5 logaritmik birimlik azalma oldugu g6zlenmistir.

Salmonella Typhimurium yagsiz siit ve beyin-kalp karistirilmug et suyu icinde gegici
olarak bekletilerek, bir ultrasonik su banyosu igerisine yerlestirilmis ve bazi bakterilerin
zamana bagh olarak 2-3 logaritmik birim azaldigi belirlenmigtir. Ultrason dalgalariyla
inaktivasyon isleminin etkinliginin artty1 ve indirekt ultrason dalga igleminin bazi
gidalarda Salmonella inaktivasyonunda etkili oldugu belirtilmistir (Wrigley et al. 1992).

Bakterilerin sulu siispansiyonlar1 (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa), fungus (Trichophyton mentagrophytes) ve virusler
(Feline herpesvirus tip 1 ve Feline calcivirus) ultrasona (26 kHz) maruz birakilarak
ultrasonun etkisi aragtrdnug ve E. coli iizerine Onemli etkisinin oldugu, Feline
calcivirus lizerine ise ultrasonun gézle goriilebilir bir etkisinin olmadig tespit edilmis,
fakat ultrason siddetiyle Feline herpesvirus inaktivasyonunda 6nemli bir azalmamn
oldugu gozlenmistir. Sonuglar ultrasonun su iginde bulunabilen hastalik ajanlarini
inaktif etmede diistik kHz frekans alaninda iyi etkiye sahip oldugunu ortaya gikarmugtir
(Scherba et al. 1991).

Ordonez et al. (1987), ultrason (20 kHz, 3.75 W/ml) ve sicakhigmn (50.3-56.7°C)
kombine edilmis seklinin fosfat tamponu ve UHT siit igerisindeki Staphylococcus
aureus'un canhhi: {izerindeki etkisini aragtirmmglardir. Bu kombinasyon sayesinde D
degeri, geleneksel sil isleme gére fosfat tamponunda %63 ve siitte %43 oranmnda
diigmiistiir. Bu farklthga ultrason iglemiyle bakterilerin $ldiiriilmesinde siitiin koruyucu
etki yapmasi neden gosterilmektedir.

Gidanin yapisinda bulunan mikroorganizmalara ve tampon igerisinde siispanse edilen
mikroorganizmalara ultrason iglemi uygulanmugtir. Bunun sonucunda bakteri
hiicrelerinin veya sporlannmn inaktivasyonunda gidamin koruyucu dogasmnin etkili

oldugu belirlenmistir. Gidanin heterojen yapisi, partikiiller ve gidadaki diger bilesenler
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koruyucu metot olarak ultrason igleminin kullanimim azaltmaktadir. Bu engellemeler
ultrason isleminin gelisme olasiifim azaltmasma ragmen, diger koruyucu ydntemlerle

(sicaklik ve basing) birlikte endiistride kullamlabilmektedir (Hoover 2000).

Villamiel et al. (1999)° min yaptiklari bir aragtirmada siitin 60°C 'de ultrasonla
homojenize edilmesiyle ortalama yag globiil ¢apmin ! ym'ye disgiiriilebileceginin ileri
stiriildiigtinii, aym aragtiricilarin  difer bir arastirmasinda da ultrasonun siitiin
homojenizasyonu igin kullamlmasiyla peynir randimanminin en az %5 arttigim ve bunun
isletmenin karhiligm artiracag ifade edilmektedir. Yine bu sayede peynir i¢inde suyun
dagimu daha diizgiin olmakta ve peynirin kalitesi artmaktadir. Aym aragtiricilar
ultrason ile yapilan homojenizasyonla yag globiil membram iizerinde daha fazla kazein
ve serum proteini baglanma bolgeleri oldugunu ileri siirmiislerdir. Geleneksel
yontemlerle yapillan homojenizasyon iglemiyle ise, yag globiillerinin hidrofilik
membran 6zelliklerinin daha az stabil oldugunu ve 6nceki baglanmalarin burada fazla
olusmadiim  bildirmigtir. ~ Siitiin, ultrason ile homojenizasyonu geleneksel
homojenizasyona gore daha fazla enerji tilkketmesine ragmen, bu teknik hem peynir
verimini artirmakta hem de Kkaliteyi yiikseltmektedir. Geleneksel homojenizasyonla
liretilen peynir, yiiksek su igerigine sahip olmakta, konsistens ve elastikiyet ise zayif
kalmaktadir.

Siit endiistrisinde ekipman temizligi ve siitiin homojenizasyonunda yiiksek siddetli
ultrason (0.1 MHz, 10-1000 W/cm®) bagariyla, fazla enerji tiiketimi olmaksizin
kullamlmaktadir (Villamiel et al. 2000). Stone ve Fryer (1984), sogutulmus ¢i3 siit
igerisindeki kiimelegmis bakterileri dagitmak igin kesikli bir ultrasonik temizleyici
tasarlamiglardir. Bu ultrasonik sistem, geleneksel karigtirma metodu kadar etkili olmasi
yanunda, bir defada gok sayida 6rnegin bu sekilde temizlenmesini de miimkiin kilmugtir.
Villamiel et al. (1999), bir arastiric1 tarafindan Finlandiya'da Nivala peynir fabrikasinda
peynir kaliplarmin temizlenmesi igin bir ultrasonik ykama makinasi gelistirildigini,
diger bir aragtirici tarafindan aym amag igin bagka bir ultrasonik yikama makinasi
Onerildigini aktarmaktadir. Kivela (1996) ise enerji tiiketiminin %25 azaltildigi, peynir
kaliplarmun hasar gérmedigi ve giiriiltii seviyesinin daha diislik oldugu bir ultrasonik
temizleyici (12kW, 65-70°C) Gnermigtir.
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Benedito et al. (2000), Mahon peynirinin, olgunlagma derecesinin, ultrason kullanarak
kolayhkla ve dogru bir gekilde olgiilebilecegini belirtmektedirler. Aym aragtiricilar
Parmesan peynirinin kesim zamamm belirlemede de ultrasonun kullamlabilecegini
bildirmislerdir. Bu aragtiricilar ayrica gelistirdikleri metodun geleneksel metotlara gore

kolay, izl ve peynirde tahribat yapmadigim bildirmiglerdir.

Carcel et al. (1998) siit iiriinlerinin yapiminda diigiik yogunluklu ultrason uygulamasim
aragtirmuglardir. Gidalarin  reolojik ozelliklerin belirlenmesi, ambalajlanmug {riinlerin
kontrolii ve fabrikada tortularin tespit edilmesinde bu iglemden faydalanmuglardir.
Peynir yapiminda siitiin koagiilasyonunda, ekmek hamuru veya peynirin reolojik
ozelliklerinin degerlendirilmesinde ultrason c¢ahgilmigtir. Ultrason iglemi ve reolojik
Ol¢timler aralarinda iyi korelasyon gostermiglerdir. Ultrasonun alici prototipini yliksek
sicaklikta siirekli akis proseslerinde ince tabakali tortularin (0.5-6.0 mm kalinliginda)
6lgtimiinde kullanmak igin geligtirmislerdir.

Ultrason islemi siit ve iriinlerinden bagka tahil iiriinlerinde de kullaniimaktadir. Bugday
un-su sistemlerinin fiziksel 6zelliklerini degerlendirmede orijinal bir metot olan, yliksek
frekans, diisiikk giigte ultrason kullamlmig, hamurda farkh hidrasyonlardaki (2-10 MHz
aralifinda) ultrason dalgalariin yayilma, daralma, vizkoelastik hizlar1 degerlendirilmis
ve serbest suyun varligma gore %53 su igerigi kritik olarak bulunmustur (Letang et al.
2001).

Daba yiiksek kHzlerde frekans uygulamasinin gida iiriiniine nasil bir etki gosterecegi
aragtrma konusudur. Ayrica Scherba et al. (1991)a goére yliksek kHz'lerin sivi
gidalarda serbest radikallerin olusumuna ve DNA gibi biyolojik materyalin
etkilenmesine yol agabilecegini belirtilmiglerdir.

Literatlir taramasindan; ultrasonla ilgili olarak yapilan ¢alismalarin genellikle
mikrobiyolojik ve enzimatik degismeler ilizerinde yogunlagtigi, kimyasal degisimler
tizerinde detayh arastrmalarin ¢ok az oldugu anlagilmaktadir. Bu nedenle ultrasonla
islem gormily siit {riinlerinin glivenirlilidi ve besin degerleri iizerinde ¢aligmalar
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yapimas1 gerekmektedir. Ultrasonun diger proseslerle (ultraviole, radyasyon, 1s1 ve
yiiksek basing) kombine edilmig seklinin ¢ok etkili oldugunun ispat edildigi, ultrasonun
tek bagmna ticari bir proses olmasmn zor olacagi, ancak diger proseslerle kombine
edilmis seklinin siit endiistrisinde ¢ok daba fazla potansiyele sahip oldugu ifade
edilmektedir. Ultrason yardimyla mikroorganizmalardan enzimler serbest hale
gecerken hiicrenin canliigim koruyabildigi belirtilerek bu uygulamanin peynirlerin
olgunlagtirilmasinda ve yogurt benzeri fermantasyon iiriinlerinde kullamlabilecegi,
peynir yapimunda siitiin bu yolla homojenize edilebilecegi, enerji tiiketiminin yiiksek

olmasina kargin peynir kalitesi ve veriminin bu sayede yilkseltilebilecedi anlagilmgtur.

Bu aragtirmada, siit igin Onem arz eden laktoperoksidaz ve alkalen fosfataz
enzimlerinin, 1sil iglemlere alternatif olarak, 1sil olmayan ultrason islemi ile inaktif
edilecegi optimum sicaklik, siire ve |ultrason dalga siddeti belirlenmesi
amaglanmaktadir. Boylece, sil islem gdrmils siitlerde meydana gelen bazi olumsuz
faktorlerin ortadan kaldiriimas: diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3. 1. Materyal

Aragtirmada, materyal olarak saf laktoperoksidaz (Sigma L-2005) ve alkalen fosfataz

(Sigma P-5395) enzimi ve analitik derecede saf kimyasal maddeler kullamlmustur.,

3. 2. Metot
3. 2. 1. Ultrason Islemi

Alkalen fosfataz ve Laktoperoksidaz enzimlerinin inaktivasyonu igin 20 kHz sabit
frekansta galisan ultrason cihazi (Cole-Parmer Instrument Company, USA)
kullanbmigtir. Bu cihaz 50 Hz’lik diiz elektrik akimm 20 kHz’lik yiiksek dalga
genisligini elektriksel giice gevirmektedir. Ultrasonla enzim inaktivasyonu igin, kontrole
ilaveten 20, 40, 60 ve 80 olmak iizere bes farkh dalga genisligi (amplitude), 30, 60, 90
ve 120s olmak iizere dort farkh islem zamam ve 20 ve 40°C olmak fizere iki farkli islem
sicakhgr kullamlmugtir.  Ultrason igleminde kullamlan 20, 40, 60 ve 80 olan dalga
genigligi degerleri yaklasik olarak swrasiyla 90, 180, 270 ve 360 W’ a kargihk
gelmektedir (Wu et al., 2001).

3. 2. 2. Laktoperoksidaz Enzim Aktivitesi Tayini

Laktoperoksidaz enziminin aktivite olglimii, Shindler ve Bardsler (1975) yonteminin
bazi modifikasyonlar: sonucu belirlenen iglemler ile yapilmustir. Bu ydntem, H,0,
tarafindan  2,2-azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) kromojenik
substratin ylikseltgenmesi ve olusan renkli bilesiin meydana getirdigi absorbans
artigmmn 412 nm’de izlenmesi esasina dayanmaktadir (Kumar ve Bahatla 1995).



20

LPO
H,0, + ABTS » 2H,0+ ABTS

(indirgenmig form) (ytUkseltgenmig form)

Laktoperoksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullamlan 0.1M Na,HPO,
tamponu, pH:6.0'ya ayarlanmugtir. Daha sonra bu tampondan 10 ml alinarak, igerisine
saf laktoperoksidaz (1mgh 97 EU degerinde) enziminden 1mg kadar ilave edilmistir. iki
dakika siireyle homojen bir sekilde karigtilmugtir. Geri kalan tampon g¢ozeltisine
konsantrasyonu 1mM olacak sekildle ABTS katilarak karigtirilmugtir. Ayrica saf su
icerisinde 3,2 mM konsantrasyonda H,0, ¢ozeltisi hazirlanmugtir. Ultrason islemi
uygulamak i¢in enzim ¢o6zeltisinden 0.1 ml alnarak, igerisinde 50 ml 0.1M Na,HPO,
pH: 6.0 tamponu bulunan behere konulmugtur. Ultrason cihazinin probu bu karigima
batinlarak dalga genisligi, sicaklik ve siire kombinasyonlar1 kullantimustir. Ultrason
islemi uygulanmig 6rneklerden yaklagik 10mllik temsili numuneler ahnmugtir. 3 mi'lik
spektrofotometre kiivetine 2,8 ml ImM ABTS ve 3,2 mM H,0, pipetlenmistir. Temsili
numuneden 0.1 ml enzim ilave edilir edilmez kronometre gahstirilmstir. Kor olarak
enzim g¢ozeltisi yerine 0.1 ml 0.IM NayHPO, pH: 6.0 tamponu kullandmustrr. ik
absorbans degeri ve 1 dakika sonraki absorbans degeri kaydedilmistir. Aradaki fark
almarak absorbanstaki her 0.001 birimlik degisme 1 EU(enzim {initesi) olarak
degerlendirilmistir.

3. 2. 3. Alkalen Fosfataz Enzim Aktivitesi Tayini

Alkalen fosfataz (AP) enziminin aktivite 6l¢limii, McComb et al. (1979)’ m belirttigi
metoda gore yapimustr. Bu yontem, p-nitrofenil fosfat (nNPP) substratnin su ile
reaksiyona girerek AP eslifinde olusan renkli bilesigin (p-nitrofenolat) meydana
getirdigi absorbans artigmin 400 nm’de izlenmesi esasina dayanmaktadir (Chavarri et al.
1998).
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AP
4-nitrofenilfosfat + H,O $=——————, fosfat + 4-nitrofenolat

Alkalen fosfataz enzim aktivite testinde kullanilmak {izere, 0.9 M 2-amino-2-metil-1-
propanol (AMP) tampon ¢ozeltisi  kullandmstr. AMP 35 °C'de pH 10.45%
ayarlanmgtir. 250 ml AMP igerisinde 15,8 mM konsantrasyonda olacak sekilde nNPP
(p-nitrofenil fosfat) ¢o6zeltisi hazirlanmugtir. Saf alkalen fosfataz (1mgh 3,5 EU
degerinde) enziminden 15 mg tartdarak 5 ml AMP'ye katimustir. 2 dakika yeterince
homojen kanigim olusuncaya kadar kangtirdmistir. Bu karisimdan 0.1 ml ahnarak
icerisinde 40ml AMP ¢ozeltisi bulunan behere konulmustur. Ultrason cihazinda
belirlenen dalga genisligi (20, 40, 60 ve 80), sicaklik(20 ve 40°C) ve siirelerde (30, 60,
90 ve 120 s) ses dalgalan uygulanmmgtir. Her 6rnekten yaklagik 10 ml olmak iizere
temsili numune almmustir. Alnman bu numunelerden spektrofotometre cihazinda kor
icin, kiivete 2,9 ml AMP ve nNPP karngim, enzim yerine 0.1 ml AMP ilave edilmistir.
Aktivite tayini 6lglimiinde, kiivete 0.1 ml AMP yerine 0.1 ml ultrasona maruz birakilan
alkalen fosfataz enzimi ¢ozeltisinden ilave edildikten sonra kronometre ¢aligtirilmustir.
AP ilave edilir edilmez 400 nm'de absorbanstaki 1 dakikalik artig enzim linitesi olarak
kaydedilmigtir. Enzim katidiktan sonraki ilk absorbans degeri ve 1 dakika sonraki
okunan absorbans degeri arasindaki fark alinarak, her 0.001 birim 1 EU olarak
degerlendirilmigtir.

3. 3. Denemenin Diizenlenmesi

Arastirmada biri kontrol grubu (ultrason iglemi uygulanmamus) olmak {izere 20, 40, 60
ve 80 olmak iizere beg farkh ses dalga seviyesi (amplitude), 20 ve 40°C olmak tizere iki
farkh sicaklik ile 30, 60, 90 ve 120 s olmak iizere dért farkh islem zamam faktor olarak
segilmigtir. Aragtirma, 5x2x4 faktoriyel diizeninde 2 tekerriirlii olarak Tam Sansa Bagh
Deneme planna gore yiiriitiilmiigtiir.
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3. 4. istatistiki Analizler

Arastirma sonucu elde edilen biitiin degerler, deneme desenine uygun olarak hazirlanan
tablolar halinde verilmigtir. Varyans analizi, 2 tekerriirlii Tam Sansa Bagh Faktoriyel
Deneme Plami ile SPSS Paket programinda analiz edilmigtir. Denemeden alinan ham
degerler varyans analizine tabi tutularak, 6nemli bulunan ana varyasyon kaynaklarinin
ortalamalar1 Duncan Coklu Kargilastrma Testi ile karsilagtinlmustir. istatistik analiz
sonuglari, tablolar halinde 6zetlenmig, Onemli bulunan interaksiyonlar ise gekil
tizerinde tartigilmustir (Yildiz ve Bircan 1994).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4. 1. Denemede Kullamlan Laktoperoksidaz ve Alkalen Fosfataz Enzimine Ait
Analiz Sonuglan

Arastirmada farkh dalga genisligi, sicaklk ve siirelerde ultrason uygulanmis LPO ve
AP enzimlerinin aktiviteleri ortalama enzim dnitesi (EU) olarak ¢izelge 4.1'de
verilmigtir. Aym  ¢izelgede ultrason iglemi uygulanmamig (kontrol) ortalama EU

degerleri de verilmigtir.

Cizelge 4.1. Farkl dalga genisligi, sicaklik ve siirelerde ultrason uygulanms LPO ve

AP enzimlerinin aktiviteleri (EU)

Dalga genisligi Islem Islem LPO AP
(%) sicakhgi zamani (EV) (EV)
(°C) (s)

- - - 30.50 9.50
20 20 30 26.50 8.50
20 20 60 22.00 7.50
20 20 90 16.50 7.00
20 20 120 13.50 6.50
40 20 30 24.00 7.00
40 20 60 16.50 6.00
40 20 90 14.50 5.00
40 20 120 15.00 5.00
60 20 30 15.50 5.00
60 20 60 13.00 4.25
60 20 90 13.50 4.00
60 20 120 11.50 3.00
80 20 30 10.00 5.00
80 20 60 9.00 5.00
80 20 90 8.00 4.00
80 20 120 9.00 3.50
20 40 30 21.00 7.00
20 40 60 16.50 6.25
20 40 90 14.50 6.00
20 40 120 13.50 5.25
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Cizelge 4. 1. (devam)

40 40 30 18.00 6.50
40 40 60 13.50 5.00
40 40 90 9.50 4.50
40 40 120 8.00 3.00
60 40 30 15.00 6.00
60 40 60 9.00 3.76
60 40 90 7.00 3.00
60 40 120 6.00 2.50
80 40 30 7.50 4.25
80 40 60 5.00 3.75
80 40 90 4.50 3.00
80 40 120 2.00 2.00

-2 Ultrason islemi uygulanmamg kontrol

Farkh dalga genisligi, farkh sicakhk ve siirelerde ultrason islemi uygulanmmg LPO
enzim aktivitesine ait varyans analiz sonuglar ¢izelge 4.2'de ve AP enzimine ait varyans

analiz sonuglan da gizelge 4.3'de verilmigtir.

Cizelge 4. 2. Farkh dalga genisligi, farkh sicaklik ve farkh stirelerde ultrason islemi

uygulanmig LPO enzim aktivitesine ait varyans analiz sonuglar:

Varyasyon SD KO F
Kaynaklari
Dalga genigligi (A) 4 1279.425 383.348"
Sicaklik (B) 1 234.613 70.296"
Siire (C) 3 134.046 40.164"
AxB 4 16.237 4.865"
AxC 12 15.275 4.577"
BxC 3 0.846 0.253
AxBxC 12 5.471 1.639
Hata 40 3.338
Genel

(") P<0.01 seviyesinde 6nemli
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Cizelge 4. 3. Farkli dalga genisligi, farkli sicaklik ve farkh siirelerde ultrason iglemi

uygulanms AP enzim aktivitesine ait varyans analiz sonuglar:

Varyasyon SD KO F
Kaynaklari
Dalga genisligi (A) 4 89.206 303.681"
Sicaklik (B) 1 10.513 35.787"
Siire (C) 3 12.725 43.319"
AxB 4 1.262 4.298"
AxC 12 1.058 3.603"
BxC 3 0.337 1.149
AxBxC 12 0.181 0.617
Hata 40 0.294
Genel

(™) P<0.01 seviyesinde Snemli

Cizelge 4. 2 ve 4. 3 ¢ de goriildiigii gibi, denemede kullamlan LPO ve AP enzimleri
iizerine, ana varyasyon kaynaklarindan dalga genisligi (A), sicaklik (B) , siire (C) ve
dalga genisligi x sicaklik (AxB) ile dalga genisligi x siire (AxC) interaksiyonlar1 P <
0.01 seviyesinde onemli bulunmugtur. Farkl dalga genisliginde LPO ve AP enzim
aktiviteleri degerlerine ait ortalamalarmm Duncan Coklu Kargilagtirma Test sonuglan
cizelge 4. 4’ de verilmigtir.

Cizelge 4. 4. Farkh dalga genislisinde LPO ve AP enzim aktiviteleri degerlerine ait
ortalamalarinin Duncan Coklu Kargilagtirma Test sonuglar1 (P<0.01)

Dalga genigligi AP LPO
(%) (EU) (EU)
Kontrol 9.500a 30.500a
20 6.750b 17.875b
40 5.250c 14.875¢
60 3.938d 11.313d
80 3.813d 6.875¢
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Cizelge 4. 4’ de verilen sonuglara gore, ultrason islemi uygulanmis enzim aktivite
degerleri ile ultrason iglemi uygulanmamug (LPO: 30.5 EU ve AP: 9.5 EU) aktivite
degerleri kargilastirildigi zaman, hem LPO hem de AP enzimlerine uygulanan dalga
genigligi seviyesinin arttik¢a, enzim aktivite degerlerinin azaldig: goriilmektedir. Baska
bir ifadeyle, uygulanan dalga genisligi seviyelerinin artmasi, enzim inaktivasyonunu
artirmaktadir (Villamiel et al. 1999). Her iki enzimde de, uygulanan dalga genisligi
seviyeleri arasinda, en yiiksek deger % 20 seviyesinde ( AP: 6.750; LPO: 17.875) elde
edilirken, en disitk deger % 80 seviyesinde (AP: 3.813; LPO: 6.875) elde edilmigtir.
Yapilan bir arastirmada, kimosin, pepsin ve gesitli fungal kaynakh enzimlerin
inaktivasyonu igin 27 kHz °‘lik bir frekans kullamlmis ve her enzimin uygulanan
frekansta (27 kHz), farkh oranlarda inaktif oldugu ve dalga genisligi seviyelerinin
artigma paralel olarak da enzim inaktivasyonunun arttip1 belirlenmistir ( Raharintsoa et
al. 1977). Mevcut bu galismamizda elde edilen sonuglar, enzim inaktivasyonu {izerine
ultrason igleminin etkilerinin ¢ahgildigi diger arastrmalarda elde edilen sonuglara

benzer bulunmustur.

Ultrason  isleminin  etki mekanizmasi, sivi  igerisindeki kavitasyon olayna
atfedilmektedir. Baska bir ifadeyle, ultrasonik dalgalar siv1 igerisinde gaz kabarciklan
(kavitasyon) olusturmakta ve olusan bu gaz kabarciklariin sayisina ve hizia bagh
olarak enzimlerin inaktivasyonu artmakta veya azalmaktadir. Olusan bu gaz
kabarciklart, svi ortamda, mikro mekaniksel soklar meydana getirmekte (Butz ve
Tauscher 2001) ve bu mikro mekaniksel goklardan dolayr enzimler ve diger hiicre
bilesenleri inaktif olmaktadir.

Farkh sicakliklarda LPO ve AP enzim aktiviteleri degerlerine ait ortalamalarmm
Duncan Coklu Kargilagtirma Test sonuglan gizelge 4.5’ de verilmistir. Cizelge 4.5°den
de goriildiigii gibi, 40°C’de elde edilen degerler (AP: 5.487; LPO: 14.575), 20°C’ de
elde edilen degerlere (AP: 6.212; LPO: 18.000) gore daha diisiik ¢ikmistur.
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Cizelge 4. 5. Farkh sicakliklarda ultrason iglemi uygulanmis LPO ve AP enzim

aktiviteleri- degerlerine ait ortalamalarmin Duncan Coklu Kargilastirma Test sonuglar

(P<0.01)
Sicaklik AP LPO
°O) (EU) (EU)
20 6.212a 18.000a
40 5.487b 14.575b

Ultrason igleminin sicaklikla birlikte uygulanmasi sinergist etki olugturmaktadir
(Villamiel et al. 1999). Cizelge 4.5 ‘den de gorlildiigii tizere, yiiksek sicaklikta (40°C),
diisiik sicakliga gore (20°C) enzim inaktivasyonu daha fazla olmustur. Etkin bir
inaktivasyon elde etmek i¢in ultrason iglemiyle birlikte sicakhk uygulamasi yaygmn
olarak kullamlmaktadir (Earnshaw et al. 1995; Lopez et al. 1994). Yapilan bir
calismada, lipaz ve proteaz enzimleri izerine ultrason ve sicaklik kombinasyonunun, tek
bagina uygulanan 1sil islemden daha etkili bir inaktivasyon sagladifi belirlenmistir
(Vercet et al. 1997). Ultrason islemi ile birlikte uygulanan sicakhk derecesi, normal
muhafaza metodu olan 1sil iglemdeki sicakhk derecesinden ¢ok daha diisiik oldugu igin,
yiiksek sicakliktan kaynaklanan bazi olumsuzluklar da giderilmis olmaktadir.

Farkh siirelerde LPO ve AP enzim aktiviteleri degerlerine ait ortalamalarmin Duncan
Coklu Karsilagtirma Test sonuglar c¢izelge 4.6’ da verilmistir. Cizelge 4.6’dan
goriildiigii gibi, iglem zamamnin artmasiyla birlikte enzim inaktivasyonu da buna
paralel olarak artmakta ve enzim inaktivasyonu lizerine, enzimlerin ultrasona maruz
kalma siirelerinin, sicaklktan daba etkili oldugu goriilmektedir. Diger gida
proseslerinde oldugu gibi, burada da, islem zamam uzadik¢a s6z konusu islemin
etkinligi de buna paralel olarak artmaktadir. Bununla birlikte, uzun siireli uygulanan
ultrasonik  islemlerden sonra, ultrasona maruz kalan enzimlerin proteolitik
aktivitelerinde azalma oldugu belirtilmektedir (Villamiel ve Jong 2000).
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Cizelge 4. 6. Farkh siirelerde ultrason iglemi uygulanmig LPO ve AP enzim aktiviteleri

degerlerine ait ortalamalariin Duncan Coklu Kargilagtirma Test sonuglan (P<0.01)

Siire AP LPO
(s) (EU) (EU)
30 6.825a 19.850a
60 6.050b 16.450b
90 5.600c 14.900c
120 4.925d 13.950c

AP enzimi aktivitesi {izerine dalga genisligi x sicakhk interaksiyonunun etkisi (P<0.01)

seviyesinde 6nemli bulunmusg ve sekil 4.1°de gosterilmigtir.
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Sekil 4.1. AP enzimi aktivitesi lizerine dalga genisligi x sicaklik interaksiyonunun etkisi

Sekil 4.1 ‘de goriildiigti gibi, dalga genislii arttikga enzim aktivite degerleri
azalmaktadir. Yiiksek sicaklikta (40°C) elde edilen enzim aktivite degerleri, duigiik
sicakliktaki (20°C) degerlere oranla genelde daha diisiik seviyede seyretmektedir. Daha
Onceden de agiklandifi gibi, burada sicakhgin sinergist etkisi sz konusudur. Yani
ultrason igleminin sicaklikla uygulanmasi halinde daha etkin bir inaktivasyon iglemi
elde edilmektedir. Ultrason iglemine maruz kalan enzimlerin bulundugu ortam
sicaklifmin yitksek olmasi, meydana gelen kavitasyonun enzim iizerine etkisini
artirmakta ve kavitasyon sonucunda olusan mikromekaniksel soklara karsi enzimleri
daha dayaniksiz kilmaktadir.
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Villamiel ve Jong (2000) tarafindan yapian bir g¢ahsmada, alkalen fosfataz,
glutamiltranspeptidaz, laktoperoksidaz ve peynir alt1 suyu proteinleri lizerine ultrason ve
isil islemin birlikte etkisi arastirilmis ve bu enzimler iizerine uygulanan ultrason ve
sicaklik uygulamasmin yitksek oranda inaktivasyon sagladig1 tespit edilmistir. Bagka bir
arastirmada, peroksidaz, lipoksigenaz ve polifenoloksidaz enzimleri iizerine, ultrason,
sil islem ve basincin birlikte etkisi aragtdmis ve 20 kHz © lik ultrason islemiyle
birlikte uygulanan sicaklik ve basmcin enzimlerin inaktivasyonunu daha da artirdids
belirlenmistir (Lopez et al. 1994).

Daha once de ifade edildigi gibi, ultrason islemi sirasinda, siviy1 gevreleyen bolgede ve
sivinin igerisinde hava kabarciklari olusmakta ve bu kabarciklar siv1 i¢inde kuvvetli
alanlar olugturmaktadir (Scherba et al 1991). Sicaklikla birlikte uygulanan ultrason
isleminin gok daha etkili olmasinin nedenlerinden biri de, yiiksek sicakliklarda ¢ok daha
hizh hava kabarciklarmin olugmasidir. Ayrica, yilksek sicakliklarda daha fazla sayida
hava kabarcig1 olugmakta ve bunun sonucunda da kavitasyon ¢ok daha etkin bir gekilde
gergeklesmektedir (Alliger 1975).

Siitte bulunan ¢ogu enzimler, siit igleme teknolojisinde, geleneksel sl islemlerle inaktif
edilmektedir (Farkye ve Imafidon 1995). Ozellikle, siitte bulunan alkalen fosfataz
enzimi pastorizasyonla inaktif edilmekte (Kosikowski 1988), bundan dolay:r alkalen
fosfataz aktivitesi testi 1935° den beri pastdrizasyonun etkinlifinin degerlendirilmesinde
kriter olarak kullanilmaktadir (IDF 1991). Bagka bir ifadeyle, pasttrize edilmiy siitlerde
alkalen fosfataz enziminin tespiti, yeterli dilizeyde pastdrizasyon isleminin
yapimadigimin gostergesidir (Metin 1996). Bizim galiymamizda, elde edilen sonuglara
bakildiginda (sekil 4.1) , uygulanan % 80 °‘lik ultrason dalga genisli3i ve sicaklik
uygulamasi (20 ve 40°C) alkalen fosfataz enzimini tamamen inaktif etmemistir.
Enzimlerin tamamiyle inaktif edilmesi igin ¢ok yilksek dalga genisliklerine ihtiyag
duyulmaktadir (Mason et al. 1996. Ayrica, %100°lik bir inaktivasyon igin sicaklk, siire
ve dalga genigligi gibi faktSrlerin seviyelerinin ylikseltilmesi gerekmektedir. Bununla
birlikte, inaktivasyon orani, enzimin yapisina, islem sartlarina ve enzimin bulundugu
ortama gore degisiklik gostermektedir.
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LPO enzimi aktivitesi izerine dalga genigligi x sicaklik interaksiyonunun etkisi
(P<0.01) seviyesinde dnemli bulunmusg ve sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4. 2. LPO enzimi aktivitesi lizerine dalga genigligi x sicaklik interaksiyonunun

ctkisi

Sekil 4. 2’den goriildiigii gibi, dalga genigligi ve sicakhin LPO enzimi aktivitesi
iizerine ectkisi, AP enzimi (izerine olan etkiye benzerdir. Burada da sicakhgmn
inaktivasyon iizerine sinergist etkisi s6z konusudur. Sicakhgm artmasiyla birlikte,
uygulanan ultrason isleminin etkinlii de artmaktadir. Yiiksek sicakbiklarda enzimler
ultrasonun meydana getirdigi kavitasyona karsi daha hassas olmakta ve kavitasyonun
neden oldugu mekanik etki artmaktadir. Benzer egilim AP enziminde de elde edilmistir.
3 saatlik bir ultrason islemiyle peroksidaz enziminin yaklagik olarak %90 ‘1 inaktif
edilebilmektedir (Mason et al 1996). Daha dnce de sdylendigi gibi, enzimin tamarnin
inaktif edilmesi i¢in daha yiiksek dalga genisligi gereklidir. Bu galijmada, en yiiksek
inaktivasyon % 80 ‘de ve 40°C ‘de elde edilmigtir (gekil 4. 2).

Ultrason dalgalarimn enzimler {izerine olan etkileri ¢ok kangiktir ve uygulanan dalga
genisligi ve islem sartlarma bagh olarak aktivasyon veya inaktivasyon gergeklesebilir
(McClements 1995). Bu nedenle, dalga genigligi ve islem sgartlarmin iyi segilmesi
gerekmektedir.

Sekil 4. 1 ve gekil 4. 2°de goriildiigii gibi, her iki sicakhkta da (20 ve 40°C) % 80'deki
ultrason igleminin diger dalga genigliklerine gore iki farkh sicakhkta da biiyikk oranda
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enzim aktivitesini diigiirdiigii belirlenmigtir. % 80 dalga genisliginde uygulanan ultrason
islemi, LPO enziminin EU degerini 20°C'de, 30.5 EU'den 9.00 EU'ne, 40°C'de de 4.75
EU'ne diigiirmiistiir. Aym dalga genisligi, AP i¢in EU degerini, 20°C'de, 9.5 EU'nden
4.375 EU'ne, 40°C'de 3.25 EU'ne diiglirmiigtiir. Bu sonuglar, enzim inaktivasyonunda

dalga genisligi ve sicakh@in ultrason isleminde oldukga etkili oldugunu gostermektedir.

LPO enzimi aktivitesi iizerine dalga genigligi x siire interaksiyonunun etkisi (P<0.01)

seviyesinde 6nemli bulunmug ve sekil 4. 3°de gosterilmigtir.
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Sekil 4. 3. LPO enzimi aktivitesi lizerine dalga genisligi x siire interaksiyonunun etkisi

Sekil 4.3’den goriildiigii gibi, LPO aktivitesinde islem zamanmin uzamasiyla birlikte
azalma olmus, yine aym sekilde % 80 dalga genisligine sahip ses dalgalarmm diger
dalga seviyelerine goére kisa siirelerde enzim aktivitesini diistirdiigi belirlenmigtir.
Ayrica siirelerin artmasiyla enzim aktivitelerindeki azalma da goze garpmaktadir.
Ultrason islem siiresinin 120 s oldugu durumda biitiin dalga genisliklerinde etkili bir
inaktivasyon saglandig belirlenmistir.

Daha 6nce de ifade edildigi gibi, herhangi bir gida islem prosesinde, gidanmn isleme
maruz kalma siiresi arttikga s6z konusu iglemin etkinlifi de buna paralel olarak
artmaktadir. Benzer etki bu galismada da gdzlenmigtir. Enzimler, ultrason islemine ne
kadar ¢ok maruz kalirsa, sistem igerisinde o kadar ¢ok kavitasyon (bosluk) ve buna
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baglh olarak da fazla sayida hava kabarcigi olugmaktadir. Dolayistyle kavitasyonun fazla
olmasi enzim inaktivasyonunu artirmaktadir.

Enzimlerin inaktivasyonu ile ilgili kavitasyon olaymmdan bagka mekanizmalarin da etkili
oldugu disiiniilmektedir (Kashkooli et al. 1980). Ultrason iglemi sirasinda, olusan hava
bosluklarmin ¢evresinde meydana gelen sivi akum, ya titresim veya ige dogru
patlamayla, ya da protein denatiirasyonuna neden olabilen gesitli kesme kuvvetleriyle
sonuglanmaktadir (Vercet et al. 1997). Enzimlerin inaktif edilmesinde, ultrasonik
dalgalar tarafindan olugturulan kesme kuvvetleri yiiksek molekiil agirhkh polimerleri
pargalamaktadir (Price 1990). Dolayisiyle, isleme siiresinin uzamasiyle birlikte,
enzimlerin daha ¢ok kesme kuvvetlerine maruz kalmasi, inaktivasyon igleminin
etkinligini de artirmaktadir.

AP enzimi aktivitesi lizerine dalga geni§ligi x siire interaksiyonunun etkisi (P<0.01)
seviyesinde 6nemli bulunmus ve gekil 4.4°de gésterilmistir.
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Sekil 4.4. AP enzimi aktivitesi lizerine dalga genisligi x siire interaksiyonunun etkisi

Sekil 4. 4°den goriildiigii gibi, tiim dalga genisliklerinde islem zamamnin artmasiyla AP
enzim aktivitesinde de LPO’dakine benzer bir azalma olmugstur. Siirenin enzim
inaktivasyonunda sinergist etkisi oldugu gekilden de gériilmektedir. Yani islem
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stiresinin artigtyla AP enzimi aktivitesinde diigiis olmustur. En yiiksek diisiis yine % 80
dalga genisliginde gorillmiistiir. Alkalen fosfataz enziminin inaktif olmasi, patojen
mikroorganizmalarin inaktivasyonuyla paralellik gosterdiginden, enzim inaktivasyonu
yaninda patojen mikroorganizmalarin da inaktif oldugu soylenebilir (Metin 1996). Isil
olmayan ultrason iglemiyle, ortamdaki patojen mikroorganizmalarin yok edilmesi veya
sayisimn Snemli oranda azaltilmasi, normal 1sil iglemin getirdigi bazi problemler g6z
Oniine alndifinda oldukca ©Onemlidir. Boylece tiiketicinin istemedii duyusal ve
besinsel 6zelliklerdeki ¢esitli olumsuzluklarin da 6niine gegilmis olmaktadir.
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5. SONUC

Yapilan aragtirmada LPO ve AP enzimlerinin dalga genisligi, sicaklik ve siireye bagh
olarak aktivitelerinin azaldig1 goriilmiigtiir. Uygulanan ultrason dalga genigligi arttikga
enzim inaktivasyonunda  sicakhbk ve siireye bagh olarak biiylikk oranda bagari
saglanabilmigtir. Ancak yapilan aragtirmada gerek LPO gerekse AP enzimlerinin tam
olarak inaktif edildifi gozlemlenmemigtir. Tam bir inaktivasyon saglanabilmesi igin
daha yiiksek dalga genisligi seviyelerinin uygulanmas1 veya sicakhik ve iglem zamam
gibi faktorlerin daha etkin segilmesi gerekmektedir.

Yaptigimiz utrason denemeleri sirasinda, drnek sicaklifinda onemli bir artis olmammgtir.
Bu da ultrasonun, 1sil islemlerin gidamin duyusal ve besinsel 6zellikleri tizerine olan
olumsuz etkilerine kars: alternatif bir yontem olarak kullanilabilecegini g&stermektedir.
Dolayistyla soguk pastdrizasyon veya siterilizasyon olarak da tammlayabilecegimiz bu
islemin gida muhafaza proseslerinde bir yontem olarak kullamlmasi konusunda

sanayicilere 151k tutacag kanaatindeyiz.
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