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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TAZE SIKILMIS PORTAKAL SUYUNDA BOZULMA E'l_'MENi OLAN
SACCHAROMYCES CEREVISIAE UZERINE ELEKTRIK ALAN VE
NATAMISIN KOMBINASYONLARININ UYGULAMALARI

Sinan AKBAL

Siilleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Pervin BASARAN AKOCAK

Turuncgil sulan yiiksek seker icerigine sahip asidik (pH 3-5) gidalardur.
Mayalar ylksek osmotik ve dislik pH kosullarini tolere edebilir ve dislk
sicakliklarda gelisebilirler, bu nedenle mayalar turunggil sularinda bozulma
yapabilirler. Bu bozulmalar renk ve besin kaybi olmadan 6nlenmelidir. Her ne
kadar 1sil islemler mikrobiyal gelisimi 6nlesede son Uriinde besin ve renk
kayiplarina neden olmaktadir. Bu ylzden elektrik alan, ultrason ve ylksek
hidrostatik basing gibi i1sil olmayan islemler ve dogal antimikrobiyaller bu
amag dogrultusunda kullanilabilir. Bu calismada Saccharomyces cerevisiae ve
portakal suyunun kalite 6zellikleri Gzerine darbeli elektrik alan ve natamisin
uygulamalarinin etkisi incelenmistir. S. cerevisiae dncelikle portakal suyuna
inoklile edilmistir (yaklasik olarak 7,14 kob/ml). 1800 ile 2500 volt elektrik
alan siddeti (13us-50hz dalga boyunda) inokiile portakal suyuna kesikli olarak
(dakikada 1 atim) 5,10 ve 15 dakika uygulandi. 2500 volt-15 dk uygulamasi
S. cerevisiae sayisini yaklasik olarak 2,5 log azaltma sagladi. Elektrik alan
(2500 volt-15 dk) uygulandiktan sonra inokiile portakal suyuna farkli
konsantrasyonlarda natamisin ilave edildi (6, 12, 25 ve 50 mg/L). Islem
gormus ve gérmemis portakal sulari buzdolabi kosullarinda 15 gtin depolandi.
2500 volt-15 dk ve 25 ppm natamisin uygulamasi depolama sonunda S.
cerevisiae sayisinda 5,1 log azalma goérildi (p<0,05). Ayrica tim &rneklerin
pH, titrasyon asitligi, renk, °briks, fenolik madde, askorbik asit, antioksidan
aktivite ve hidroksimetilfulfural mikari gibi kalite 6zellikleri karsilastirildi. Islem
gormus ve gbérmemis oOrneklerin askorbik asit, fenolik madde ve renk
aktivitelerinde kiglk bir farklilik meydana gelirken pH, toplam asitlik, °briks,
antioksidan ve HMF degerlerinde herhangi bir farklilik tespit edilmemistir.

Anahtar Kelimeler: Natamisin, elektrik alan, S. cerevisiae

2017, 74 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

APPLICATIONS OF ELECTRIC FIELD AND NATAMYCIN
COMBINATIONS ON SACCHAROMYCES CEREVISIAE SPOILAGE IN
FRESH ORANGE JUICE

Sinan AKBAL

Siilleyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Pervin BASARAN AKOCAK

Citrus juices are acidic beverages (ca. pH 3 to 5) with high sugar content.
Yeasts can tolerate high osmotic and low-pH conditions and grow at
refrigeration temperatures and so they can cause spoilage in citrus juice.
This spoilage must be prevented without loss of color and nutrients.
Although thermal treatment prevents the growth of microorganisms, it
causes the loss of nutrients and color in the final product. Therefore
nonthermal treatment such as electric field, ultrasound and high hydrostatic
pressure processing and natural chemicals can be used for this purpose. In
this study, combination of pulsed electric field and natamycin application
effects on Saccharomyces cerevisiae spoilage and quality characteristics of
orange juice has been examined. S. cerevisiae was first incubated
(approximately 7.14 kob/ml) in freshly squeezed orange juice. 1800 to 2500
volts electric field intensity (13 ps-50 hz wave frequency) was applied
intermittently (1 pulse per minute) for 5, 10 and 15 minutes in the inoculated
orange juice. The application of 2500 volts-15 minutes provided
approximately a 2.5 log reduction in the number of S. cerevisiae. Natamycin
was added to the inoculated orange juice at different concentrations (6, 12,
25 ve 50 mg/L) after the electric field applied (2500 volts-15 min). Treated
and untreated orange juice samples were stored for 15 days under
refrigerator conditions. The application of 2500 volts-15 min and 25 ppm
natamycin at the end of storage resulted in a total of 5.1 log reduction in the
number of S. cerevisiae (p<0.05). Also the quality parameters of all samples
such as pH, °brix, color, phenolic compound, ascorbic acid, antioxidant and
hydroxymethylfulfural were compared. A small difference was observed in
the content of ascorbic acid, phenolic substance and color, while no
significant difference was observed in the pH, total acidity, antioxidant, °brix
and HMF values of the treated and untreated samples.

Keywords: Natamycin, Electric Field, S.cerevisiae

2017, 74 pages
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1. GIRIS

Meyve suyu; saglam, olgun, taze veya sogukta ya da dondurularak muhafaza
edilmis, tek meyvenin veya daha fazla meyve karisiminin yenilebilir
kisimlarindan elde edilen, elde edildigi meyve ve meyvelerin karakteristik
renk, aroma ve tadina sahip, fermente olmamis ancak fermente olabilen
drtindiir (Anonim, 2014). Meyve sular beslenme, saglk ve kullanim kolayhgi
nedeniyle tiketiciler tarafindan cok talep edilir ve bu ylizden diinya capinda

onemli bir Grindur.

Portakal, turuncgil ailesi igerisinde Citrus sinensis olarak bilinir. Turunggil
sular 6zellikle de portakal suyunda bulunan ytiksek C vitamini ve lezzetli tadi
sebebiyle birgok Ulkede gok tiketilen bir Grindur. 2005 yil itibariyle dinya
sebze-meyve Uretiminin yaklasik %21’ini turunggiller olustururken bu oranin
yaklasik %75 gibi énemli bir oranini portakal olusturmaktadir (FAO,2007).
Portakallar dinyanin birgok yerinde i¢ pazar ve ihracat igin Uretilmektedir.
Portakallarin yaklasik %20'i meyve olarak satilirken geri kalani ise portakal

suyu, ekstrakt ve konserve yapiminda kullaniimaktadir (Okunowo vd., 2005).

Turunggil Uretimi Ulkemiz ve boélgemiz acgisindanda son derece 6nemlidir.
Turkiye, Ozellikle de Akdeniz ve Ege Bolgeleri, turuncgillerin Gretim ve
pazarlanmasi bakimindan son derece elverigli ekolojik kosullara ve olanaklara
sahiptir. Ulkemizde portakal {retimi en biyik payla (%92) Akdeniz
Bolgesinde yer alan Antalya (%30), Icel (%27), Hatay (%15) ve Adana
(%31) illerinden saglanmaktadir. Akdeniz Boélgesinin  Dogu Akdeniz
bélimiiniin toplam portakal Gretimindeki payr %65tir. Ulkemizde portakal,
Uzim ve elmadan sonra en gok Uretimi yapilan meyvedir. Turkiye'nin meyve
suyu ve konsantre Uretimi 2005 yili itibariyle 370 bin tondur. Turkiye'de 37,8
bin ton portakal meyve suyuna ve 1,5 bin ton portakal suyu da konsantreye
islenmektedir. 2006 yilinda 553 bin ton dondurulmus portakal suyu ve diger
bicimlerde 4,037 milyon ton portakal suyu ithal edilmistir (Isik vd., 2008).



Meyve sulari, nakliye, saklama ve isleme dahil olmak (izere hasat ve hasat
sonrasl isleme sirasinda normal olarak meyve vylzeyinde bulunan bir
mikroflora icerir (Tournas vd., 2006). Aside direncli bakteriler ve funguslar
(kifler, mayalar) gibi bircok mikroorganizma bunlari blylmeleri icin bir besin
maddesi olarak kullanmaktadir. Mayalar, asidik pH nedeniyle islenmeden
once meyvelerin ana florasini olustururlar. Bilindigine goére ticari meyve
sularinin %40'l maya ile kontamine olmaktadir (Titarmare vd., 2009). Saghkh
meyvelerdeki meyve sulari ml basina 1,000 ila 100,000 maya icerebilir, buna
karsin hasar géren meyvelerde maya kontaminasyonu daha yiiksek seviyede
olabilir (Aneja vd., 2014a).

Galismamizda portakal suyunda bozulma etmeni olan Saccharomyces
cerevisiaénin gelisimini engellemek amaciyla darbeli elektrik alan (DEA) ve
natamisin uygulamalarinin kombinasyonu ve tek baslarina olan etkisi
incelenmistir. Ayrica c¢alismamizda uyguladigimiz DEA ve natamisin
uygulamalarinin taze sikilmig portakal suyunun kalitesi Uzerine 6zellikleri de

incelenmigtir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Saccharomyces cerevisiae ile ilgili bilgiler

Gidalarin pH, su aktivitesi (aw), sicaklik, kimyasal ve fiziksel o6zellikleri
mikrobiyal faaliyetlerin gelisimine neden olmaktadir. Turunggil sular ylksek
seker icerigine sahip asitli (pH 3-4) iceceklerdir. Bu kosullar altinda turuncgil
sulari  kif, maya ve laktik asit bakterilerini, mikroflorasi igerisinde

bulundurmaktadir.

Mayalar disiik pH'a ve osmotik basinca dayaniklidir ve buzdolabi sicakliginda
gelisebilirler. Bu nedenle islenen Uriinde bozulmaya neden olabilirler.
Mayalarin dusik pH, yuksek seker konsantrasyonunda ve dlsik su
aktivitesinde gelisme yetenekleri vardir. 110 tzerinde maya tird gida ve gida
trlnleri ile iliskili oldugu rapor edilmistir ve 1'den 6,83 kob/ml’e kadar meyve
sularinda kontaminasyon kaynaklaridir. Meyve sularinda maya bozulmalari
CO2 olusumu ve alkol olusumu ile karakterize olmaktadir. Mayalarda ayni
zamanda pektin esteraz enzimi bulunur. Bu enzim asetaldehit, organik asit ve
pektinin parcalanmasina sebep olarak fermente bir tat olusumu meydana
getirebilmektedir (Aneja vd., 2014a).

Turunggil sularinda mikrobiyal bozulmalarin c¢odu S. cerevisiae gibi
fermantatif mayalar tarafindan gergeklesmektedir (Parish and Higgins 1989).
S. cerevisiae disinda turunggil sularinda Candida parapsilosis, C. stellata,
Torulaspora delbrueckii ve Zygosaccharomyces rouxii turunggil sularinda

gelisebilmektedir.

Mayalar tek htcreli mikroskobik canlilardir. S. cerevisa€nin optimum gelisim
sicakligi 28°C'dir. S. cerevisaénin 0-40°C sicakliginda da gelisebilen farkli
suslar bulunmaktadir. Bu mayalar disik sicakliklarda (10°C) cogalamazlar
fakat fermentasyon ozelligini sirdirebilmektedir. 35°C'nin {izerindeki

sicakliklarda ise aktiviteleri hemen azalabilir ve fermentasyon durabilir.



Amerine vd., (1980) 6 farkh sicaklikta 10 maya tlrlndn etil alkol olusumunu
incelemiglerdir. Calismanin sonucunda 6°C'de %12 alkol Ureten maya susu
oldugunu ve en yiksek alkol veriminin ise 25°C oldugunu bildirmislerdir
(Sener, 2005). Orlic vd., 2005te yapiklar bir calismada, S. cerevisa€nin
glcli bir fermentasyon 6zelligine sahip oldugunu ve giinde 2,0 g/L'den daha

fazla CO; Urettiklerini tespit etmistir.

2.2. Natamisin

Natamisin ilk olarak 1955'de Giiney Afrika'nin Natal ilinde toprak 6rneginden
izole edilen Streptomyces natalensisten elde edilmigtir. 1959 yilinda
Streptomyces chattanoogensis bir kiltlrlinden izole edilen Tennecetin’in
(Burns and Holman, 1959) daha sonra natamisin ile ayni oldugu tespit
edilmistir (Brik, 1981).

Natamisinin molekiler formili CssH47NO13'tlr (Sekil 2.1). Molekil agirhgi ise
665.73 g/mol'dir (Lewis, 1989; Lancelin vd., 1990). Konsantrasyon, su
aktivitesi, atmosfer, sk, sicaklik, Urlinin baslangic mikrobiyal yukd,
mikrobiyal floranin tipi, agir metaller, oksidanlar, gida bilesenleri ve kullanim
sekli natamisin stabilitesi Uzerine etkili olan faktdrler olarak ele alinmaktadir
(Altug, 2001; Sahan vd.,2004). Natamisin genelde kristal formdadir. Kuru
formda bulundugundan minimum aktivite kaybi ile birkag yil depolanabilir.
Natamisin ¢cogu makrolidler gibi amfoter yapidadir, bir asit ve bir baz grubu
icerir. pH'nin da natamisinin stabilitesi lizerine etkisi bulunmaktadir. 4,5 ile 9
pH dederleri arasinda 37°C'de 72 saat stabil kalmaktadir. Buna karsin pH 2
ve pH 10 degerlerinde natamisinin stabilitesi 6nemli Olglide azalmaktadir.
Natamisin suda disik ¢ozinlrlige sahiptir (yaklasikk 40 upg/ml). Bu
ozelliginden dolayr gidalarin yiizeylerinde kullanimi bir avantajdir. Clinkdi
gidanin igerisine niifuz etmek yerine ylizeyde koruma gdérevi yapmaktadir.
Natamisinin diger ¢oziiciilerde c¢oziinlrlik oranlari ise; metanolde 1200
Mg/ml, n-bitanolde 50-120 pg/ml, gliserolde 3000 pg/ml, etanolde 100
Mg/ml'dir (Davidson vd., 2005).



Natamisin maya ve kiiflere karsi etkili fakat bakteri, virlis ve protozoa etkili
olmayan bir polien makrolid antibiyotiktir. Steroller (6zellikle ergosterol) ile
natamisin kompleksi gibi polien makrolidler fungal hiicre zarlarinda dnemlidir.
Ergosterole natamisinin geri donlisimsiliz baglanmasi hiicre zarini bozar,
hiicre gecirgenligini artirir ve hicrenin 6limine neden olur. Ergosterol
bakteri, virlis ve protozoa hlicre zarlarinda bulunmamasi natamisine neden

dayanikl oldugunu agiklamaktadir (Hamilton-Miller,1974).

Sekil 2.1. Natamisin’in molekiler yapisi

Natamisinin toksik etkisini incelemek amaciyla farelere agiz yoluyla verildikten
sonra LDsg (ortalama oldiriici doz) 1,5 mg/kg vicut adirhd olarak
belirlenmistir. %0,05’lik dozajlarda 90 gunlik testlerde natamisin higbir
hasara neden olmamistir. Daha yliksek miktarlarda ishal ve kusma nedeniyle
vicut agirhgr artisinda azalmaya neden olurken organlarda zarar meydana
gelmemistir. %0,2'lik dozajlarda 2 yil beslenen farelerde énemli bir etki
gbdzlemlenmemistir. Bu farelerde normale goére tek fark daha az kilo artisi
gozlenmistir. %0,05lik natamisin iceren gidalarla beslenen kdpeklerde ise kilo
kaybina neden olmustur. Ancak 9%0,025'lik gidalarda hicbir toksik etki
gorulmemigtir (Lck vd., 1997).



Natamisin FDA tarafindan tavsiye edilen birkac antibiyotikten biridir ve GRAS
(Generally regarded as a Safe) listesinde siniflandiriimistir. Natamisin 1968
yilinda Joint Expert Committee on Food Additives Gida Katki Maddeleri Eksper
Komitesi (JECFA) insan verilerine dayanarak ADI degerini 0,3 mg/kg viicut
agirhgr olarak yaymlamistir. 2002'de JECFA ADI degerini onaylamistir
(Anonymous 2009). Natamisin ticari olarak adlari Natamax (DANISCO) ve
Delvocid (DSM) altinda kullanilabilir ve bunlarin her ikisi de yaklasik% 50
natamisin igerecek sekilde laktoz ile harmanlanmistir. Peynir, sosis, meyve ve
iceceklerde dogal koruyucu olarak natamisinin kullanimina izin verilmistir ve
bircok gida sanayinde kullanilmaktadir (Kiermeier, 1973; Davidson vd.,1993).
Natamisin 60’dan fazla Ulkede gesitli uygulamalarda kullaniimak (zere
onaylanmistir. Bu Ulkeler arasinda meyve sularinda kullanima izin verenler
Gin ve Gliney Afrika'dir (Cizelge 2.1).

Turk Gida Kodeksi (TGK) Renklendiriciler ve Tatlandiricilar Disindaki Gida
Maddeleri Tebligine goére sert ve yar sert peynirlerin ve kurutulmus,
kirlenmis sucuk, salam ve sosislerin ylzey uygulamalarinda kullanilabilir ve 1
mg/dm?lik ylizeyde, 5 mm’lik derinlikte bulunmamasi gerekmektedir.
Ulkemizde meyve sularinda natamisin  kullanmina su anda izin

verilmemektedir (Anonim 2008).



Cizelge 2.1. Natamisinin tim dlinyada kullanim izinleri (Delves-Broughton

vd., 2005)
ULKE IZINLI GIDA ULKE IZiNLI GIDA

Cezayir A Litvanya A
Arjentin AB Liksemburg AB
Avusturalya AB Mauririus AB
Avusturya AB Meksika A
Bahreyn A Morocco AB
Belcika AB Hollanda AB
Brazilya AB Yeni zelanda AB
Bulgaristan A Norveg AB
Kanada A Umman P
Sili A Polonya AB
Gin ABCD Portekiz AB
Kolombiya A Paraguay A
Hirvatistan AB Katar P
Kibris A Suidi Arabistan P
Cek cumhuriyeti AB Singapur A
Danimarka AB Slovakya AB
Ekvator A Slovenya AB
Misir A Ispanya AB
Irlanda AB Glney Afrika ABDEFGHJK
Estonya AB Isvec AB
Finlandiya AB Isvicre AB
Fransa AB Suriye P
Almanya AB Tayvan AB
Yunanistan AB Tunus AB
Macaristan AB Trkiye AB
Iceland A Ukrayna A
Hindistan A U.A.E P
Italya AB U.K. AB
Jordan P u.s A
Kuveyt P Uruguay A
Letonya AB Venezuella A
Libnan P Yemen P

NOT. A: 6zel peynir yiizeyleri ve peynir kabugu (rendelenmis peynirlerde yalnizca ABD’ de),
B: islemis etlerin ylizeyinde, C: baz firin irinlerinin ylizeyinde, D: meyve suyu, E: sarap, F:
balik Uriinleri, G: yodurt, H: konserve, I: eksi krema, J: krem peynir, K: slizme peynir, P: izin
verilen katki

Ollé vd. (2014)'in yapti§i calismada S. cerevisiae, Zygosaccharomyces rouxii
ve Yarrowia lipolyticda karsi hem gidalarda hem de peynirlerde kullanilan
dogal antibiyotikler ile natamisinin etkinligi farkli metotlar kullanilarak

gosterilmistir. Tapyoka nisasta filmlerinde natamisinin dldiricl veya dnleyici



etkisi olup olmamasi maya tiirii ve natamisin konsantrasyonuna bagl olarak
etkilendigi tespit edilmistir. Ayni calismada peyniralti suyuna 4 kob/ml
diizeyinde S. cerevisiae inokiile edilmistir. Orneklere 20 ppm ve 50 ppm
diizeyinde natamisin ilavesi sonucu 96 saat sonunda sirasiyla yaklasik olarak

2.75 kob/ml ve 4 kob/ml’lik bir azalma meydana geldigini bildirmislerdir.

Gallo vd. (2006)'nin yapmis oldugu bir baska calismada; peynir alti suyunda
farkli diizeylerde natamisin ve farkl inokllim seviyeleri ile muamele edilen S.
cerevisiaenin inaktivasyonu incelenmistir. Natamisin uygulamasi test edilen
deneysel kosullar altinda peyniralti suyunun iginde S. cerevisiae inaktivasyonu
icin etkili bir teknik olusturmustur. Natamisin aktivitesi, baglangic mikrobiyal
popilasyonunda ani bir azalmaya neden olmamistir. Bu durumun aksine,
natamisin depolama boyunca uygulandiginda, 20°C (25 mg/L)'de 72 saat

sonra 4,7 log azalma meydana getirmistir.

Kung vd.(2007) tarafindan yapilan galismada S. cerevisiaenin gelisimi Gizerine
natamisinin inhibisyonu incelenmistir. Bira Uretiminin ana isleme prosesinde
bira bozulmasi yapan mikroorganizmalarin sayisinin dlglimesi ile natamisinin
birada bozulma yapan mikroorganizmalarin sayisinin belirlenmesinde bir
antifungal olarak kullanilabilecegi bulunmustur. Sonuglar S. cerevisiae
Uzerinde natamisinin minimum inhibitér konsantrasyonlarinin 7 mg/L ve 9
mg/L oldugunu gostermistir. 121°C'de 20 dakika sterilizasyon isleminden

sonra 9 mg/L natamisinin aktivitesinin kayboldugu tespit edilmistir.

Sahan vd. (2004), tarafindan yapilan calismada natamisin eklenmis ve
eklenmemis ¢ig sltlerden farkli asitliklere sahip yogurtlar Uretilmis ve bu
yogurtlar da stizme yodurtlarina islenmistir. Yapilan calisma sonucuna gore,
10 ppm natamisin ilavesinin siizme yogurtlarindaki maya-kiif sayisini énemli

olclide azalttigi (p<0,05) tespit edilmistir.



2.3. Darbeli Elektrik Alan Teknolojisi

2.3.1. Darbeli Elektrik Alan Teknolojisi ile ilgili genel bilgiler

DEA, (rlnde mikroorganizmalardan ve enzim aktivitesinin azalmasi ile
sonuclanan kisa stirede yilksek voltajda elektrik alan uygulamasi ile termal
olmayan bir koruma yontemidir. (Zhang vd., 1995). Isil islemlerin
mikroorganizmalar Uzerine etkisi sadece isinin iletimi veya tasimmi yoluyla
sinirlidir, fakat DEA teknolojisinin mikroorganizmalar (izerindeki dlimctil etkisi
volumetrik bir etkidir. Bu sayede oldiriciu etkenler, tim Grtne hizli ve

homojen bir sekilde transfer edilmektedir (Agcam vd., 2014).

Son yillarda, darbeli elektrik alan prosesleri, gida Urtnlerini gelistirmek veya
geleneksel gida islem yontemlerine alternatifler yaratma potansiyeli nedeniyle
bliylk ilgi gordi. Nispeten disik islem sicakligi ve kisa uygulama siireleri,
urtin kalitesini korurken mikroorganizmalarin etkili sekilde inaktivasyonunu
saglayabilmektedir. Darbeli elektrik alan giinimiize kadar sivi gidalarin
pastorizasyonu lzerinde gok sayida calisma yapilmis olup endustriyel olarak
da meyve suyu gibi ticari Urlnler piyasada satisa sunulmustur. Bu sistem gida
endustrisinde genellikle siit, meyve suyu, corbalar ve sivi yumurta gibi
gidalarin pastérizasyonu isleminde kullaniimaktadir (Kaletung, 2009). ilk ticari
tesis meyve sularnin pastorizasyonu amaciyla ABD'de 2006 yilinda
kurulmustur. Bu islemin kapasitesi 200 L/saat'tir. DEA uygulamasi ile
pastorize edilen meyve sularinin raf 6mriinin 4 hafta oldugunun belirlenmesi
ile bu teknige gliven artmistir. 2009'da Avrupa'da 40 ile 50°C'de 20 kV/cm
siddetinde DEA iceren bir meyve suyu hatti kuruldu. Bu sistemde DEA isleme
maliyetleri, litre basina 0,02-0,03 ABD dolari aralijindadir. Yeni pazarlara
erisim ve bozulan Urinin geri dontsltnlin azalmasi nedeniyle bu fiyat normal
olmaktadir (Buckow vd., 2013).



DEA uygulanan meyve suyu islenmemis meyve suyu ile karsilastirildiginda
gida kalite dzelliklerini koruyucu 6zelligi oldugu bildirilmistir ve bazi gidalarin

biyolojik raf émrini uzattigi bilinmektedir (Charles-Rodriguez et al., 2007).

2.3.2. Darbeli elektrik alanin hiicre tizerine etkisi

DEA’'nin antimikrobiyal etkisi elektrik alan siddeti, darbe 06zellikleri, darbe
enerji girisi, sicaklik gibi parametrelere bagl olarak; hiicre zarinda kirilmalar
ve elektroporasyon seklinde kendini gosterir. Sekil 2.2'de gorildigu gibi,
hiicreye elektrik alan uygulamasi hiicre yilizeyinde zit yuklerin olusmasina
neden olmaktadir. Hiicre zarindaki zit yiklerin birbirlerini ¢cekmesi, elastiki
yapinin dayanma kuvvetinden daha biiyilik oldugundan dolay! hiicre zarinda

kinlmalar olusur ve hiicre zan pargalanir (Kaki vd., 2014).

Elektrot < E Elektrot

[letken
Dis Ortam

Yalitkan Hiicre
Yiizeyi

Sekil 2.2. Hiicrenin diizgin alanda elektriksel ylklenmesi (Kaki vd., 2014)
Yiiksek voltajli elektrik akimina maruz birakilan hiicre zarinin gift katmanl lipit

tabakasi ve protein yapisi zarar gdrerek yapinin bozulmasi olayina
elektroporasyon denilir (Castro vd., 1993) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Hicre zarinin elektroporasyonu (Kaki vd., 2014)

Elektroporasyon sonucu hiicrenin ozmotik dengesi bozuldugundan su ve
kiigk molekillerin gegisi hizlanir. Suyun htcreye sirekli girmesi ile hicre

siser ve parcalanir (Kaki vd., 2014).

DEA mikrobiyal hiicre zarinin bitlinligiiniin gegici veya kalici kaybina yol
acarak mikroorganizmalari inhibe eder. Ayrica DEA baz antimikrobiyal
maddelerin, mikroorganizmalarin hicre igine alinmasina yardimci olmasi

nedeniyle etkinliklerinin artmasini saglar (Tsong, 1991).

2.3.3. Darbeli elektrik alani etkileyen baslica faktorler

Genel olarak elektrik alan siddeti iki nokta arasinda potansiyel farkin
mesafeye oranidir. Elektrik alan yodunlugu arttikca mikrobiyal inaktivasyon
artmaktadir (Qin vd., 1998). Ylksek pulse elektrik alan uygulamasi
kullanilarak elma, portakal, ananas, kizilck ve Uzim sularinda bulunan
2Zygosaccharomyces bailii mayasinin inaktivasyonu incelenmistir. Her meyve
suyuna 32-36,5 kV/cm siddetinde elektrik alan uygulanmigtir. Uygulanan 2
siddette Z. bailii sayisinda sirasiyla 3,5 ile 5 log bir azalma meydana geldigini
bildirmiglerdir.(Raso vd.,1998). Zhao vd. (2011) 15 ve 20 kV/cm gibi disik

voltajlarda elektrik alan uygulamasinin hiicrenin gegirgenligini sirasiyla %10
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ve %20 oraninda yeniden kazandigini gostermistir. Buna karsin 25 kV/cm gibi

daha yiksek yogunluklarda DEA uygulamasi hiicrede kalici hasar birakmistir.

DEA uygulamasinda kullanilan baglica atim modelleri dikdértgen bicimli atim
modeli , logaritmik azalan atim modeli, ani geri dondsumli atim modeli ve
titresimli atim modellerinden olusmaktadir (Barbosa-Canovas vd.,2000). DEA
uygulamalarinda kullanilan bu modeller arasinda hiicre zarn (zerindeki en
etkili yontemin ise dikdortgen bicimli atim modeli oldugu gosterilmistir (Qin
vd.,1996).

Uygulanan darbe sayisinin da artmasi islemin basarisi belirli bir noktaya kadar
artirmaktadir. 10-20 arasindaki darbe sayisi en iyi etkiyi saglamaktadir ve bu
sayinin Uzerindeki darbe sayisi arttikca etki azalmaktadir. Daha yuksek
frekanstaki uygulamalar icin daha az atim sayisi yeterli olmaktadir (Ozkaya,
2005). 4,0x10°% kob/ml diizeyinde S. cerevisiae inokiile edilen steril elma
suyuna 20 kV/cm'lik DEA siddetinde 4,2, 8,3 ve 10,4 atim sayisi
uygulanmistir. 4,2 ile 8,3 atim yapilan S. cerevisiae hiicrelerinde yaklasik 1,5
log azalma gosterirken 10,4 atim yapilan S. cerevisiae hicrelerinde 4 log

azalma gorilmustir (Cserhalmi vd.,2002).

Sicaklik artisi hiicre ylizeyinin gevsemesine neden oldugunda fiziksel
dayanimini azaltmaktadir. Bu nedenle disuk sicakliklarda hiicre yizeyindeki
kinlmalarin ortaya gikmasi igin elektrik alan siddetinin daha ylksek olmasi
gerekmektedir (Kaki vd., 2014). Fleischman vd. (2004) yapmis oldugu bir
calismada sicakligin artisi L. Monocytogenesin 6limine katkida bulunurken

ayni zamanda DEA uygulamasina duyarlligin arttigini ifade etmistir.

Mikroorganizma tiirii ve sayisi DEA uygulamasinda diger 6nemli olan bir
faktordir. Hicrelerin biyikligi DEA performansini blylik Olclide etkiler.
Daha blytik capl hiicreler daha kuictik capl hiicrelere kiyasla daha dlslk bir
elektrik alan siddeti ile éldirdlebilmektedir (Raso vd., 1998). Bu ylizden DEA

uygulamasina maya hdicreleri bakteri hiicrelerine gbre daha duyarhdir.
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Portakal suyuna 106 kob/ml ve 10! kob/ml diizeyinde S. cerevisae inokiile
edildikten sonra 8 kV/cm diizeyinde DEA uygulanmistir. Inokiiliim miktari 10°
kob/ml diizeyinde olan numuneye uygulanan DEA islemi sonucunda S.
cerevisae sayisinda 2,2 log bir azalma gozlenirken inokilim miktar 1011
kob/ml olan numunede 5,5 log azalma tespit edilmistir (Molinari vd.,2004).
Sterilize elma suyuna 4x10°6 kob/ml diizeyinde S. cerevisiae inokiile edilmistir.
10 ile 28 kV/cm arasi elektrik alan kuvveti uygulanmistir. 10 kV/cm'lik DEA
hiicre sayisinda yaklasik 0,5 log, 20 kV/cm'lik DEA hiicre sayisinda 1,5 log bir
azalma yaparken, 28 kV/cm'lik DEA uygulamasi hiicre sayisinda 3,4 log
azalma ile sonuglandi. Bu durum daha ylksek siddette elektrik alan
uygulamasinin hiicre inaktivasyonunu artirdigini  sdylenmistir (Cserhalmi
vd.,2002). Baslangic inokilim miktari 6x10® kob/ml olan 12,5 kV/cm
yogunluga sahip darbeli elektrik alana tabi tutulan S. cerevisiae sayisinda 5
atim sonucu yaklasik olarak 3,3 log dlizeyinde, Candida stellate de ise 3,2
log diizeyinde azalma olmustur. Ayni calismada 2 atim uygulandidinda ise S.
cerevisiae sayisinda yaklasik 2,5 log azalma olurken C stellatdda 0,5 log

azalma goérilmustur (Geveke vd.,2003).

2.3.4. Darbeli Elektrik Alan ile ilgili kaynak 6zetleri

Geveke vd. (2003) S. cerevisiae ve Candida stellatanin inaktivasyonlari
incelemek icin baslangic maya miktari yaklasik 6x106 kob/ml olacak seklide
steril deiyonize suya inokile edilmistir. Her iki maya stspansiyonuna 12,5
kV/cm yodunluda sahip darbeli elektrik alan uygulanmistir. Islem kosullari
atim sayisi 20'e kadar ve sicaklik maksimum 30°C'dir. DEA uygulamasi
sonucunda her iki maya sayisinda da 3 log’dan daha fazla azalma meydana

gelmigtir.

Gretchen Marx vd. (2011), meyve sularinda bozulma etmeni olan &S.
cerevisiae’ nin Ulizerine DEA uygulamasi denemistir. Islem kosullari 40,7°C'de
30,76 kV/cm ve 21 atim olmustur. Uygulama marketten alinan elma suyunda

gerceklestirilmistir. Ticari elma suyuna baslangicta 107 kob/ml maya miktari
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inokile edilmistir. Maya hiicreleri uygulamadan 6nce ve sonra taramali
elektron mikroskobunda incelenmistir. DEA uygulamasi hiicrede gdzenek
olusmasi ve hiicre parcalanmasi olarak etki goOstermistir. Ayrica DEA

uygulamasi ile S. cerevisiae sayisi lizerinde 5,03 log bir azalma saglamistir.

Yeom vd. (2000), portakal suyunda mikrobiyal inaktivasyon saglamak igin
pilot-fabrika o6lcekli bir DEA uygulanmistir. Calismada 20, 25, 30 ve 35
kV/cm'lik elektrik-alan kuvvetleri ve toplam 39, 49 ve 59 ps'lik muamele
sireleri  kullanilmistir. Taze sikilmig portakal suyu 4°C'de 10 gun
depolanmistir. DEA kosullarini optimize etmek icin portakal suyu oda
sicakhiginda 2 giin dogal mikroflorasinin gelisimi saglanmistir ve inkiibasyon
sonunda toplam maya-kiif sayimi 107 kob/ml olmustur. 35 kV/cm'lik
siddetinde 59 ps'lik DEA uygulamasi toplam maya-kif sayiminda 7 log azalma
gostermigstir. Ayrica 35 kV/cm'lik siddetinde 59 ps’lik DEA uygulamasi 4°C,
22°C ve 37°C'de uygulanmis ve her bir uygulamada 112 giin depolama
suirecinde herhangi bir mikrobiyal gelisim gorilmemistir. Buna karsin
muamele gdrmemis portakal suyunda 14 glin depolama sonrasi maya-kif
sayimi yaklasik 107 kob/ml olmustur. Bir baska benzer calismada Jia vd.
(1999), taze sikilmis portakal suyuna 240 ya da 480 ps icin 30 kV/cm DEA
islemi uygulanmigtir. 240, 480 ps DEA ve 1sil islem uygulanan portakal suyu
lezzet bilesiklerinin (a-pinene, Octanal, Limonene Decanal ve Ethyl butyrate)
toplam ortalama kaybi sirasiyla kontrole gére %3,0, %9,0 ve %22,0 olmustur
(p<0,05). Lezzet kaybi esas olarak DEA prosesindeki gaz giderme vakum
uygulamasi nedeniyle meydana gelmistir. Portakal suyunda toplam maya ve
kif sayimlari (kob/ml), kontrol 240, 480 us'de DEA ve isil islem uygulanmig
portakal suyunda sirasiyla 2800, 15, 9 ve 4 olmustur.

McDonald vd. (2000), 100 L/h ile akan darbeli elektrik alan (DEA) sisteminde
portakal suyunda bulunan 4 mikroorganizmanin (Leuconostoc mesenteroides,
E. coli, Listeria innocua ve S. cerevisiae) inaktivasyonunu incelenmistir. 30
kV/cm ve 50 kV/cm seviyelerinde elektrik alan uygulanmiglar. Baslangig

inokulim miktar1 10° kob/ml olan Leuconostoc mesenteroides, E. coli ve
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Listeria innocua, 30 kV/cm ve 50°C'de 5 log diizeyinden daha fazla azalma
saglamistir. 50 kV/cm ve 50°C'de baslangic inokilim miktari 108 kob/ml olan
S. cerevisiae askoporlarinda maksimum 2,5 log azalma elde etmiglerdir.
Uygulanan darbe sayllari mikroorganizmalarin inaktivasyonunda etkili
olmustur. Kuldiloke vd. (2008)'da yapmis oldugu bir calismada; portakal
suyunda maya (S. cerevisiae) inaktivasyonu icin sl islem olmayan
uygulamalari incelenmis ve geleneksel 1sil igslem ile karsilastirilmistir. Portakal
suyuna baslangicta 10° kob/ml S. cerevisiae inokiile edilmistir. Maya Uzerine
sicakhdin etkisini arastirmak icin portakal suyunda 50°C, 70°C ve 90°C'de 15
dakika sicaklik uygulanmistir. Sonuglar, portakal suyunda 50°C de 15
dakikalik 1sil islem uygulanmasi sonucu S. cerevisiaénin 1 log'dan daha az
inaktive edilebildigini ve 70°C ile 90°C'de ise tamamen inhibe oldugunu
gostermistir. Inokiile portakal suyuna 15 kV/cm DEA siddetinde 0, 20, 40 ve
60 atim uygulanmistir ve S. cerevisiae sayisi sirasiyla 3,8x10°, 1,3x10%,
5,7%x103 ve 4,4x103 kob/ml olmustur.

Molinari vd. (2004), DEA uygulamasi ile farkl gelisme dénemlerindeki tg¢ S.
cerevisiae susunun inaktivasyonunu incelenmistir. DEA uygulamasinin
kosullari: 8-11 kV/cm 3 darbe, 50 uF direng veya 12,5 kV/cm, 40 darbe, 1 pF
direng elektrik alan seviyesinde olmustur. 1ki farkl elektrik alan
uygulamasinda S. cerevisiaeénin inaktivasyonunda herhangi bir farklihk
meydana gelmemistir. Sonuglar, sabit fazdaki maya hiicrelerinin logaritmik
faza gore DEA uygulamasina daha duyarli oldugunu gdstermistir. DEA
logaritmik evreye uygulandiginda (14,5 saatlik bliyime zamaninda 2,8x10’
kob/ml maya miktar) maya popilasyonunda 3 log bir azalma gdsterirken,
sabit fazda (blylime siresi 30 saatte 8,7x10'! kob/ml maya miktari) maya
popllasyonu 6 log azaltilmistir. Ayni galismada, inokdlim miktarn sirasiyla
5x10° kob/ml' den 1x10!! kob/ml’e artirildifinda mayalarin inaktivasyonu 2
log’'dan 5,8 log arasinda degismistir. Elektrik alan uygulamasinda maya
popllasyonundaki azalma inokiilim seviyesindeki artis ile dogru orantili

olarak artmistir.
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Cserhalmi vd. (2006), taze sikilmis turunggil sularinin (Greyfurt, limon,
portakal, mandalina) fiziksel ve kimyasal 6zellikleri tzerinde DEA isleminin
etkisini elemislerdir. Mevcut calismada, pH, Brix, elektrik iletkenligi, viskozite,
enzimatik olmayan esmerlesme indeksi (NEBI), hidroksimetilfurfural (HMF),
renk, organik asit icerigi ve wucucu aroma bilesikleri (izerinde DEA
teknolojisinin turucgil suyundaki etkisini arastiriimislardir. Islem sicakligi en az
34°C olan meyve sularina 28 kV/cm 'de 50 darbe uygulanmislardir. Turunggil
suyunun pH, Brix, elektrik iletkenligi, viskozite, NEBI ve HMF degerlerinde
hemen hemen hic degisiklik bulmamislardir. Orneklerin ¢ogunda gériiniir bir
renk farki olmamis veya gok az olmustur. DEA uygulanan ve uygulanmayan
orneklerin bltin durumlarda absorbans spektrumlari birbirine benzer
olmustur. Meyve sularinin organik asit igeriginde 6nemli bir degisiklik
olmamistir. DEA uygulanan meyve sularinin ugucu aroma bilesikleri SPME GC-
MS sonuglarina gore karsilastirildiginda islem gérmemis meyve sulari esas
itibari ile esit olmustur. Min vd.(2003)'nin yaptigi benzer bir caligma ticari
Olgekli DEA isleminin portakal suyunun mikrobiyal kararlilik, askorbik asit,
brix, renk, pH, lezzet bilesenleri ve duyusal 06zellikleri Uzerine etkileri
incelenmis ve 1sil islem uygulamasi ile kargilastinimistir. Taze sikilmisg portakal
suyuna 90°C de 90 saniye boyunca isil islem uygulanmis veya 40 kV/cm DEA
islemi uygulanmislardir. Meyve suyuna uygulanan DEA islemi, 1sil islem
uygulamasina gdre askorbik asit, lezzet ve renk igeriklerini daha cok
korumustur (P<0,05). Tekstlir, lezzet ve kabul edilebilirlik bakimindan genel
degerlendirme en yiiksek kontrol Ornedinde oldu, bunu takiben DEA

uygulamasinda ve daha sonra isil islem olarak siralanmigtir (P<0,01).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Portakal suyunun hazirlanisi

Arastirmada piyasa satilan portakallar kullaniimigtir. Calismada kullanilan
portakal tirl Finike portakalidir. Portakallar yikama isleminden sonra ortadan
ikiye kesilerek ev tipi meyve sikacaginda meyve suyuna islenmistir. Meyve
sulan tllbent yardimiyla kaba bir sekilde stzllmustir. Daha sonra meyve
sulart 300 mllik siselere igerisinde vyaklagik 250 ml olacak sekilde
doldurulmustur. Sizdirmazliklari kontrol edildikten sonra SDU Miihendislik
Fakiiltesi Gida Mihendisligi bolimiinde derin dondurucularda uygulanacak

analizler igin taze portakal suyu seklinde saklanmistir.

3.1.2. Besiyerlerinin hazirlanisi

Mayalarin sayimi icin Potato Dextrose Agar (PDA) besiyeri (acumedia)
segilmistir. 1 litre PDA besiyeri hazirlamak igin 39 gr PDA tartiimistir, besiyeri
sisesi igerisine konulmustur ve Uzerine 1 litre saf su ilave edilmistir.
Besiyerinin tamamen ¢oziinmesi saglanmistir ve hazirlanmig besiyeri 121°C'de
15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Sterilize edilen besiyerleri
yaklasik olarak 50°C'e sogutulup bunzen beki alevi etrafinda steril petri
kaplarina uygun miktarlarda (yaklasik 12,5 ml) dokilerek katilasmasi
beklenmistir. Katilasan besiyerleri buzdolabi sicakliinda (4°C) muhafaza

edilmigtir.

Potato Dextrose Broth (PDB,acumedia), maya ve kiflerin gelismesi amaciyla
kullanilan sivi besiyeridir. Icerik olarak PDA’ benzemektedir. Fakat iceriginde
katilastirici olarak kullanilan agar-agar maddesi bulunmamaktadir. 1 litre PDB
elde etmek icin 24 gr PDB tartiimistir. Besiyeri sisesi icerisine aktarilip Gzerine

saf su ilave edilmistir. Homojen bir sekilde karisimi saglanmistir. Elde edilen
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besiyeri 20 cm uzunlugundaki deney tiiplerine dispenser yardimiyla 10 ml
olacak sekilde bosaltiimistir. Deney tiiplerinin agizlar kapaklar ile kapatilip

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

3.1.3. Diliisyon ¢ozeltilesinin hazirlanisi

Bir litre saf su icerisine 8,5 g NaCl (merck) eklenip ¢ozlindirilerek fizyolojik
tuzlu su (FTS) c¢Ozeltisi hazirlanir. Elde edilen homojen FTS 20 cm
uzunlugundaki deney tiiplerine dispenser yardimiyla 9 ml olacak sekilde
bosaltiimistir. Daha sonra 121°C'de 15 dakika otoklavanmistir. Elde edilen 9

ml'lik FTSler +4°C’'de muhafaza edilmistir.

3.1.4. Saccharomyces cerevisiae'nin canlandiriimasi

Calismamizda daha énceden Siileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi
Bolimu Mikrobiyoloji Laboratuvarinda izole edilen saf S. cerevisiae kiltlri
kullanilmistir. Ependorflarda dondurularak muhafaza edilen kdlttir 20 cm’lik
deney tipleri igerisinde hazirlanan steril PDB besiyerine 100 pl inokdle
edilerek canlandiriimasi saglanmistir. S. cerevisaenin mikroskop goériintisi

Sekil 3.1'de gosterilmistir.

Sekil 3.1. S. cerevisiaenin mikroskop gdrintisi
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3.2. Metot

3.2.1. Saccharomyces cerevisiaehin portakal suyuna inokiilasyonu

Saf S. cerevisiae kiltlrleri ©6nceden hazirlanmis PDB besiyerinde
aktiflestirilmistir. Inokiile olan PDB besiyerleri 30°C'de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. PDB besiyerinde gelisen S. cerevisiae kiiltirleri vortekslenerek
karistinlmistir ve daha énceden steril edilmis ependorflar igerisine 1 ml olacak
sekilde aktarilmistir. Ependorflarda PDB sivi besiyeri igerisindeki S. cerevisiae
kdlttrleri 4000 rpm 5 dk santrifiij edilmistir. Santriflij sonunda PDB besiyeri
icerisinde ki S. cerevisiae ependorf tlplnin dibinde pellet olarak elde
edilmistir. Ependorflardaki stpernatant dokilmustir ve 3 adet pellet 10 ml
portakal suyu bulunan deney tiplerine aktarilmistir. Portakal suyunun
bulundugu deney tiplerinden 1 ml alinarak 9 ml'lik FTS tliplerine aktariimig
ve 101 dilisyon hazirlanmistir. Bu sekilde 10%a kadar seri dillisyonlar
hazirlanmistir. Herbir dilisyondan 0,1 ml alinarak paralelli olarak PDA
besiyerine yayma yontemi ile ekim yapilir. Ekim yapilan petriler 3-4 gin
30°C'de inkubasyona birakilmistir. Sayim icin 20-300 arasi koloni bulunan
petriler kullanilmistir. Boylece canli mikroorganizmalarin sayim sonuglari

(kob/ml) tespit edilmistir.
3.2.2. Inokiile portakal suyuna DEA 6n uygulamalan
Calismamizda kullandigimiz elektroporotor (Equibio, Easyject prima) 2 mm/’lik

kapakl elektroporasyon kiivetlerde tek darbede 13 ps suresince 50 Hz dalga

sikhdginda, 1800 V ve 2500 V gerilim uygulama 6zelligine sahiptir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Elektroporatér ve elektroporaasyon kuiveti

Bu gsartlar altnda S. cerevisiae ile inokiile edilen portakal sulari
elektroporasyon kiveti icerisine yaklagik 2 ml dizeyinde konularak 1800
voltta ve 2500 voltta 5 dakika, 10 dakika ve 15 dakika seklinde kesikli olarak
dakikada bir atim yapilacak sekilde muamele edilmistir. Her bir DEA ile
muamele edilmig inokiile portakal suyu érnekleri ve kontrol (DEA ile muamele
edilmemis inokiile portakal suyu 6rnegi) 10 ml miktarinda steril tliplere
alinmistir. Butlin uygulamalar igin tlplerden 1 ml 6rnek alinarak 9 ml FTS
icerisine aktarilip 10! dillisyonu elde edilmistir ve bu sekilde 10 seviyesine
kadar seri dillisyonlar hazirlanmigtir. Biittin uygulamalar icin hazirlanan herbir
dilisyondan paralelli bir sekilde PDA besiyerine 0,1 ml alinarak yayma
yontemi ile ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan 6rnekler 30°C'de 3-4 gln
inklibasyona birakilmigtir. Sayim sonuglarinda 20-300 arasi koloni bulunan
petriler kullanilmigtir. Bu gekilde muamele goéren Orneklerde canh kalan

mikroorganizma sayisi (kob/ml) tespit edilmis ve kontrol ile karsilagtirimigtir.

3.2.3. Inokiile portakal suyuna farkli konsantrasyonlarda natamisin

ilavesi

S. cerevisiae kiltlrleri caismadan 1 gln dnce aktif hale getirilmistir. Aktif
hale getirilen kiltirlerin portakal suyuna inokilasyonu yapilmistir. Daha
sonra icerisinde %50 oraninda natamisin bulunan natamisin-laktoz

karisimindan 0,1 g tartilmis ve Uzerine 40 ml portakal suyu konularak
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karistincl yardimiyla 15 dakika c¢oziilmesi saglanmistir (1250 mg/L). Bu
karisimdan sirasiyla 50 pl, 100 pl, 200 pl ve 400 ul alinarak her biri deney
tlpleri icerisinde portakal suyu ile 10 ml'e tamamlanmistir. Her bir deney
tlipinde sirasiyla elde edilen natamisin konsantrasyonu; 6,25 ppm, 12,50
ppm, 25 ppm ve 50 ppm olmustur. Bu natamisin ilavesi yapilmis tlipler 2 saat
bekletilmistir. Natamisin ilaveli ve kontrol 6rneginin bulundugu tiiplerden 1 ml
alinarak 9 ml FTS bulunan tiiplere aktarilip 10! dillisyonu olusturulmustur ve
bu sekilde 10%a kadar seri diliisyonlar hazirlanmistir. Her bir numune igin
olusturulan dilisyonlardan 0,1 ml alinarak PDA besiyerine ekim yapilmistir.
2.saat ekimi yapildiktan sonra natamisin ilaveli tipler 4°C'de depolanarak
12.saat, 24.saat, 48.saat ve 72.saat ekimleri ayni sekilde seri dillisyonlar
hazirlanarak yapilmistir. Ekimi yapilan petriler 3-4 gin 30°C'de inklibe
edilmisgtir. Sayim sonuglari icin 20-300 arasinda koloni bulunan petriler
kullanilmigtir. Canh kalan mikroorganizma sayisi (kob/ml) tespit edilmistir ve

karsilastiriimistir.

3.2.4. DEA ve Natamisin muamelesi kombinasyonlarinin inokiile

portakal suyuna uygulamasi

S. cerevisiae kilturleri galismadan 1 gln o6nce aktif hale getirilmistir.
Kiltiirlerin portakal suyuna inokiilasyonu yapilmistir. Inokiile portakal suyu
ornekleri vortekslenip karistirildiktan sonra 2 ml'lik elektroporasyon kiveti
icerisine steril pipet aracilidiyla aktarilmistir. Icerisinde inokiile portakal suyu
bulunan elektroporasyon kuveti cihazin haznesine konulduktan sonra 15
dakika boyunca 1 dakikalk araliklarla atim uygulanmigtir. DEA muamelesi
biten elektroporasyon kuvetindeki inokile portakal suyu 6rnedi daha 6nceden
steril edilmis deney tlplerine aktarilmistir. Her bir deney tipl 10 ml DEA'a
maruz kalmis inokile portakal suyu ile doldurulmustur. Daha sonra %50'lik
natamisin-laktoz karisgimindan 0,1 g tartilarak 40 ml saf portakal suyu
icerisinde ¢ozulerek 1250 ppm (mg/L)’lik bir ¢bzelti elde edilmistir. Elde edilen
karisimdan sirasiyla 50 pl, 100 pl, 200 pl ve 400 pl alinarak énceden deney

tiplerine alinan DEA uygulanmis inokiile portakal suyuna son hacmin 10 ml
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olacak sekilde ilave edilerek sirasiyla DEA+6 ppm, DEA+12,5 ppm, DEA+25

ppm ve DEA+50 ppm drnekleri hazirlanmistir. Ayrica;

1. Inokiile portakal suyu (kontrol),
2. 1250 ppm’lik natamisin ¢dzeltisinden hazirlanan 6,25 ppm, 12,5 ppm,
25 ppm ve 50 ppm’lik natamisin ilaveli inokile portakal suyu,

3. DEA uygulanmis inokiile portakal suyu

hazirlanmigtir.

Hazirlanan tiim ornekler ve kontrol 4°C’'de depolanmis ve mikrobiyal degisimi
incelemek amaciyla 0.gin, 5.gln, 10.gin ve 15.gun ekimleri yapilmistir. Ekim
yapilirken her bir érnekten 1’er ml alinarak 9 ml FTS bulunan tliplere ilave
edilmistir (10!) ve bu sekilde 10® dilisyona kadar seri dillisyonlar
hazirlanmigtir. Butin muamelelerin dilisyonlarindan 0,1 ml alinarak PDA
besiyerine yayma ydntemi ile ekim yapilmigtir. Ekimi yapilan tiim petriler 3-4
gin 30°C'de inkibasyona birakilmistir. Sayim sonuglari igin 20-300 arasindaki
koloni sayisina sahip petriler kullanilmistir. Canli kalan mikroorganizma sayisi
(kob/ml) tespit edilmis ve bitlin uygulamalar arasinda karsilastirmalar

yapilmistir.

3.2.5. Inokiile portakal suyunun farklh sicaklik uygulamalan ve

farkh konsantrasyonlarda natamisin ile muamelesi

S. cerevisiae kilturleri PDB besiyerine 100 pl ilave edilerek 30°C'de 1 gin
inklibasyona birakihp aktif hale getirilmistir. Aktif hale getirilen kilttrler
ependorflara steril pipetler yardimiyla 1 ml olacak sekilde alinarak santrifiij
edilmistir. Daha sonra 3 ependorf tlplnin dibindeki pellet portakal suyuna
inokiile edilmistir. inokiile edilen portakal sulari 10’ar dakika 30°C, 45°C ve
60°C sicakliga maruz birakilmistir. Daha sonra %50'lik natamisin-laktoz
karisimindan 0,1 g tartilarak 40 ml saf portakal suyu icerisinde c¢6zilerek
1250 ppm’lik bir ¢ozelti elde edilmistir. Bu cozeltiden 30°C, 45°C ve 60°C
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sicakhiga maruz kalmis inokile portakal sularina son hacim 10 ml olacak
sekilde 0 ppm, 6,25 ppm, 12,5 ppm, 25 ppm ve 50 ppm konsantrasyona
sahip inokiile portakal sulari elde edilmistir. Batlin muamele gérmis 6rnekler
0.glin ekimi yapildiktan sonra 5.glin, 10.gtin ve 15.glin ekimi yapilmak Gzere
4°C'de depolanmistir. Tim o6rneklerden 1 ml alinarak 9 ml FTS bulunan
tiplere ilave edilmistir (101) ve bu diliisyondan da 1 ml alinarak ayni sekilde
diger 9 ml FTS bulunan tiplere aktarlarak seri dillisyonlar hazirlanmistir.
Hazirlanan dillisyonlardan 0,1 ml alinarak PDA besiyerine yayma yontemi ile
ekim vyapilmistir. Ekim vyapilan petriler 30°C'de 3-4 gln inklbasyona
birakilmistir. Sayim sonuglari icin 20-300 sayimi yapilmistir (Sekil 3.3). Bu
sekilde canh mikroorganizma sayilari (kob/ml) tespit edilmistir ve

karsilastirmalar yapilmistir.
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] |:: PDB besiyerinden alinan mayalar
v/ ependorfta 4000 rpm’ de 5 dk santrif(ij

0T 1T 07

3 ml pellet maya 3 ml pellet maya 3 ml pellet maya

Inokaiile edilen
portakal sular
10 dk farkh
sicakliklara
\__/ \__/ \__/ maruz birakilir.
L 30°C 45°C 60°C | |

[
Her bir sicaklik igin O ppm, 6,25 ppm, 12 ppm, 25 ppm, 60 ppm natamisin
konsantrasyonlu numuneler hazirlanir. Hazirlanan numuneler 0, 5, 10 ve 15
giin 4°C'de depolanir.

Numune 101 102 103 10 105 10°

Herbir dilisyondan PDA

w0 \ besiyerine ekim yapilir ve

inklibasyona birakilir.

Sekil 3.3. Inokiile portakal suyuna farkl sicakliklarda natamisin uygulamasinin

gosterimi
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3.2.6. Kalite analizleri

3.2.6.1 DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunda pH tayini

Kontrol ve muamele goérmis oOrneklerin pH analizi Sileyman Demirel
Universitesi Gida Miihendisligi Bolimi Mikrobiyolojik Analiz Laboratuvarinda

bulunan WTW marka pH metre ile yapiimistir.

3.2.6.2 DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunda titrasyon asitligi tayini

Titrasyon asitligi analizi 10 ml érnek (izerine 20 ml saf su eklenmis ve pH'i 8,2

oluncaya kadar 0,1 N NaOH ile titre edilerek belirlenmistir.

3.2.6.3 DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunda renk tayini

Kontrol ve muamele gérmiis 6rneklerin Silleyman Demirel Universitesi Gida
Mihendisligi Bolimi Et Laboratuarinda bulunan Precise Color Reader TCR
200 adh cihazda renk analizi yapilmistir. Renk dlcer ile L*, a*, b* cinsinden
Olgiimi yapilmistir. L*, rengin koyulugunu ve acgikhdini; a* (-) yesil, (+)

kirmizi; b* ise (-) mavi, (+) sar oldugunu gosterir.

3.2.6.4 DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunda °briks tayini

Briks analizi Sileyman Demirel Universitesi Gida Miihendisligi Bolimii
Kimyasal Analiz Laboratuarinda bulunan Atago Hand Refractometer N-1E Brix
%0-32 adh cihazda yapilmistir. Orneklerden birkac damla refraktometrede
haznesine konulmustur. Suda ¢6ziinen kuru madde miktarlar (%) tespit

edilmistir.
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3.2.6.5 DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunda askorbik asit (C vitamini) tayini

%0,1’lik askorbik asit standart cozeltisinden 100 ml’lik balon jojelere sirasiyla
1, 2, 3, 4 ve 5 ml aktarilir ve daha sonra balon jojeler cizgilerine kadar
stabilizan (%0,4'lik okzalik asit ¢dzeltisi ) ile tamamlandi. Balon jojeler igin
ikiser tane ttp alinir, bunlarin her birine 1’er ml aktarildi, tlplerden birine 9
ml su digerine 9 ml boya ¢ozeltisi (12 mg/L diklorindofenol) konuldu. Saf su
konulanla 518 nm’de sifirlama yapildi ve boya ¢ozeltisi ilave edilenle 518 nm’
de absorbans degerleri okundu. Herbir balon joje icin bu islem yapilir ve
degerler A1, A2, A3, A4 ve As olarak kaydedildi. 5 balon joje icin okuma
yapildiktan sonra 2 tlipe 1'er ml stabilizan ¢dzeltisi konuldu ve bir tanesinin
tzerine 9 ml saf su ve digerine 9 ml boya gozeltisi eklendi. Saf su konulanla
sifirlama yapilir ve digerinin 518 nm’de absorbans dederi okundu. Bu
absorbans degeri de Ao olarak kaydedildi. Ao degerlerinden Ai, Az, As, A4 ve
As degerleri gikarilir ve 5 deger elde edildi. Bu degerler 1 mg, 2 mg, 3 mg, 4
mg ve 5 mg askorbik asite karsilik gelen absorbans degerleri olmaktadir.
Askorbik asit degerlerine karsilik absorbans degerleri grafige dokilerek
y=ax+b denklemi elde edildi. Sonrasinda gida 6rnedi icin ayni islem yapilir ve
okunan absorbans dederi denklemde yerine yazilarak karsilik gelen askorbik

asit icerigi hesaplandi (Hisil vd. 2004).

3.2.6.6 DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunda Hidroksimetilfurfural (HMF) Tayini

5 ml numune ayirma hunisine alinarak tGzerine 10 ml etil asetat ilave edildi, 5
dakika boyunca hizlica galkalandi. Etil asetat fazi (Ust faz) alinarak numune
tekrar 10 ml etil asetat ile 5 dakika boyunca calkalandi. Etil asetatli fazlar
birlestirilir ve 2 ml %1,5’lik Na,COs ile tekrar calkalandi. Bu kisim fazla uzun
tutulmugtur. Etil asetath kisim alinarak Na,COs fazi 10 ml etil asetat ile tekrar
ekstrakte edildi. Etil asetatli fazlar birlestirilerek mavi bant siizgeg kadid ile

stiztildd. Suzintl 5 damla asetik asit ile asitlendirildi. Evaporatérde 40°C'de
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kuruluga kadar evapore edildi. Kalinti 1 ml pH’I 4 olan asetik asit ¢ozeltisi ile

¢ozullr ve 20 pL'si HPLC cihazina enjekte edildi.

Kullanilan Shimadzu Marka HPLC cihazi ile ilgili 6zellikler:

e Dedektor: DAD (Amax=276nm)

e Sistem kontrol: SCL-10Avp

e Pompa: LC-10ADvp

e Kolon firni: CTO-10Avp

e Kolon: Luna C18 (2) (250x4,60 mm) 5 mikron
e Mobil faz: ACN/H20 (5:95)

e Akis Hizi: 1 ml / dakika

e Kolon sicakhdi: 30°C

e Enjeksiyon hacmi: 20 pl

Gokmen V., vd. (1999)'un yaptigi calismadaki yontem modifiye edilerek

kullanilmigtir.

3.2.6.7 DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunda toplam fenolik madde tayini

Orneklerin toplam fenolik madde tayini, Folin-Ciocalteu yodntemine gére
yapilmistir (Singleton ve Rossi (1965); Dogancay, 2013). Folin ayirac ile
muamele edildikten sonra olusan mavi renk, spektrofotometrede 765 nm
dalga boyunda sahide karsi okunmustur. Ornekte 6lciilecek absorbans
degerinin gallik asit cinsinden esdederi olan fenolik bilesik miktari, gallik asit
ile hazirlanan standart egrinin denkleminden hesaplanmistir. Toplam fenolik
bilesik miktari; meyve sulari, meyve saraplari ve meyve sirkelerinde "mg
gallik asit/ml" cinsinden belirlenmistir.
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3.2.6.8 DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunda antioksidan aktivitesi Tayini

Portakal suyunun DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) Uzerindeki serbest
radikalleri temizleyici etkileri Lafka vd. (2007) tarafindan modifiye edilmis
metot kullanilarak 6lglilmusttr. Metanol kullanilarak farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan 6rnek ¢dzeltisinin 0,1 ml’si Gzerine yine metanolde hazirlanan (25
mg/L) DPPH c¢ozeltisinden 3,9 ml ilave edilmis ve vortekste 30 saniye
kanistirlarak oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Karanlkta
inklibasyon sonrasinda, o&rneklerin absorbansi UV-DAD spektrofotometre
kullanilarak 515 nm’de metanole karsi &lclilmistir. Orneklerin serbest

radikalleri temizleyici etkileri asagidaki formal kullanilarak hesaplanmistir.

% inhibisyon=(AkontroI‘A6rnek)/ Akontrol X 100

Farkl konsantrasyonlarda hazirlanan orneklerden elde edilen % inhibisyon
degerleri ile konsantrasyon degerleri grafije gegirilerek her bir 6rnek igin
DPPH'In etkisini %50 azaltan etkili konsantrasyon (ECso) ml/g olarak

hesaplanmistir.

3.2.7. Istatistiksel analiz

Portakal suyunda DEA ve natamisin uygulamasi sonucu S. cerevisiaehin
sayisindaki degisim Annova istatistiksel programinda varyans analizi ile
Duncan tek yonli karsilastirma testi kullanilarak %95 gliven araliginda

degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Mikrobiyolojik sonuclar

4.1.1. Portakal suyuna inokiile edilen Saccharomyces cerevisiaehin

mikrobiyolojik sayimi ve gelisimi

Calismak igin sectigimiz S. cerevisiaeénin portakal suyuna inokilasyonunda
10° diizeyinde bir mikrobiyal ylke ulasilmak istenmistir. Bu amagcla portakal
suyunu inokiile ettigimizde elde ettigimiz sonu¢ sayim sonuclari 7,14+0,06
kob/ml olmustur. S. cerevisiaeénin PDA besiyeri lizerinde koloni gelisimi Sekil
4.1'de gosterilmistir.

Sekil 4.1. S. cerevisiaeénin PDA besiyerindeki geligimi

4.1.2. Inokiile portakal suyuna DEA 6n uygulamalarinin sonuglar

Farkh siddette DEA uygulamasi ile S. cerevisiaenin koloni sayilarindaki

logaritmik degisim, Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2'de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Farkh siddetteki DEA ve farkh stire uygulamasi sonucu inokdle
portakal suyunda bulunan S. cerevisiaetin koloni sayilarindaki

logaritmik degisim (kob/ml)

SURE(DAKIKA) 1600 volt 2500 volt
5 6,69+0,02 6,15+0,02
10 6,54+0,06 5,27+0,00
15 6,27+0,04 4,67+0,02
8
_ 7
8 s
E gg 4 - m 1600 volt
EES 3 - = 2500 volt
[ )
& 2
— 8 1 -
Z o
£ 5 10 15
ZAMAN(DK)

Sekil 4.2. Farkl siddetteki DEA ve farkli sire uygulamasi sonucu inokile
portakal suyunda bulunan S. cerevisiaetin koloni sayilarindaki

logaritmik degisim (kob/ml)

Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2" de 1600 volt ve 2500 voltluk DEA uygulamalarinin
stireye gore etkileri incelendiginde en etkin deger 2500 volt DEA siddetinin 15
dakika uygulanmasiyla gerceklesmistir. Kontrol numunesinde canli S.
cerevisiaeénin logaritmik sayisi 7,14 kob/ml'dir ve 2500 volt-15 dakika DEA
uygulamasindan sonra bu deger, Cizelge 4.1'de gorildiga gibi 4,67 kob/ml’e
dismustir. Kontrol numunesi ile kiyaslandiginda 2,47 kob/ml diizeyinde bir
azalma gergeklesmistir. 2500 volt elektrik alan siddetinin 1600 volt
uygulamasina gore daha etkin oldugu da goriilmektedir. Raso vd. (1998)
cesiti meyve sularinda Zygosaccharomyces bailii inhibisyonu (zerine
uyguladiklari 32—-36,5 kV/cm siddetinde yiksek titresimli elektrik alan sonucu
Z. bailii sayisinda sirasiyla 3,5 ile 5 log bir azalma olmustur. Zhao vd. (2011)
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15 ve 20 kV/cm gibi voltajlarda elektrik alan uygulamasinin hiicrenin
gecirgenligini sirasiyla %10 ve %20 oraninda yeniden kazandigini
gostermistir. Buna karsin 25 kV/cm gibi daha yiksek yogunluklarda PEF
uygulamasi hticrede kalici hasar birakmistir. Bir baska benzer sonucu
Cserhalmi vd. (2002) sterilize elma suyuna 4x10° kob/ml diizeyinde S.
cerevisiae inokiile ederek gerceklestirmistir. 10 ile 28 kV/cm arasi elektrik
alan kuvveti uygulamiglardir. 10 kV/cm'lik DEA hiicre sayisinda yaklasik 0,5
log, 20 kV/cm'lik DEA hicre sayisinda 1,5 log bir azalma yaparken, 28
kV/cm'lik DEA uygulamasi hiicre sayisinda 3,4 log azalma ile sonuclandig
bildirilmistir. Bu durum daha ylksek siddette elektrik alan uygulamasinin

hiicre inaktivasyonunu artirdigini géstermistir.

Calismamizda 1600 volt ve 2500 volt elektrik alan siddetinde 5, 10 ve 15 dk
ik uygulamalarda Sekil 4.2°de goriildigi gibi siire ile beraber atim sayisinin
artmasi inaktivasyonu artirdigi belirlenmistir. Benzer bir calisma Kuldiloke vd.
(2008) baslangic inokilim miktar 106 kob/ml olan portakal suyunda maya
(S. cerevisiae) inaktivasyonu amaciyla gergeklestirmistir. 15 kV/cm DEA
siddetinde 0, 20, 40 ve 60 atim uygulanmistir ve S. cerevisiae sayisi sirasiyla
3,8x10°, 1,3x10% 5,7x10° ve 4,4x103 kob/ml olmustur. Geveke vd.
(2003)'de deiyonize su icerisinde baslangic inokilim miktari 6x10° kob/ml
olan S. cerevisiae lizerine 12,5 kV/cm yogunluga sahip darbeli elektrik alan
uygulamiglardir. 5 atim sonucu yaklasik olarak 3,3 log diizeyinde bir azalma
olurken 2 atim uygulandidinda S. cerevisiae sayisinda yaklasik 2,5 log azalma

gerceklesmistir.

4.1.3. Inokiile portakal suyuna farkh konsantrasyonlarda natamisin

ilavesinin sonuclari

Inokiile portakal suyuna ilave edilen natamisin miktarlarinin zamana gére

etkisi incelenmistir.
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Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3'te tim natamisin konsantrasyonlarinda 2.saat
sonundaki inokile portakal suyunda bulunan S. cerevisiaénin mikrobiyal
yukiindeki degisim gosterilmistir. 2 saat sonunda tim natamisin
konsantrasyonlarinin etkisi kontrol numunesi ile karsilastiginda benzer sekilde

cok kiiclik degerler oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. Inokiile portakal suyuna farkli konsantrasyonlarda natamisin
ilavesi sonucu S. cerevisiae kolonilerinde 2.saat sonundaki

logaritmik degisim (kob/ml)

DERISIM(PPM) | KONTROL | LOGARITMIK LOGARITMIK
(kob/ml) | SAYIM(kob/ml) FARK
6,25 7,13+0,052 7,14+0,032 -0,01
12,5 7,13+0,052 7,06+0,04° 0,07
25 7,13+0,052 7,06+0,02° 0,07
50 7,13+0,052 7,04£0,01° 0,09
- 2. SAAT
> 3
7
[}
E 7.13 7.13 7.13 7.13
£ ~7 O———— L —1
DE /.14 7.06 7.06 7.04
O ~
)
x 9 = KONTROL
s> .
x 6 == NATAMISIN
£
=
S
2 s
- 6.25 12,5 25 50

Natamisin derisimi (ppm)

Sekil 4.3. Inokiile portakal suyuna ilave edilen farkli konsantrasyonlarda
natamisinin 2.saat sonundaki S. cerevisiae kolonileri Uzerinde

gosterdigi logaritmik degisim (kob/ml)
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Sekil 4.4'de gorildigu gibi 12 saat sonunda en disiik konsantrasyon 6,25

ppm natamisin ilavesinin bir etkisi olmazken 12,5 ppm, 25 ppm ve 50 ppm’de

cok kuiclik bir etki tespit edilmistir. Bu dederler kontrol numunesi ile

kiyaslandiginda 50 ppm konsantrasyonun en iyi etki

oldugu ve S.

cerevisiaenin canli hicre sayiminda 0,30 degerinde bir logaritmik azalma

meydana gelmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Inokiile portakal suyuna farkli konsantrasyonlarda natamisin

ilavesi sonucu S. cerevisiae kolonilerinde 12.saat sonundaki

logaritmik degisim (kob/ml)

DERISIM(PPM) | KONTROL LOGARITMIK LOGARITMIK
(kob/ml) SAYIM(kob/ml) FARK
6,25 7,25+0,052 7,25+0,022 0
12,5 7,25+0,052 7,11£0,01° 0,14
25 7,25+0,052 7,06+0,02¢ 0,19
50 7,250,052 6,95+0,02¢ 0,30
12. SAAT
_ 8
(]
>
3 7.25 7.25 7.25 7.25
E H - -
N 7 7.25 = S —
' 7.11 7.06
5~ 6.95
2E
§ % == KONTROL
;.‘ X6 == NATAMISIN
=
£
B
S
@ 5
S 6.25 125 25 50

Natamisin derisimi (ppm)

Sekil 4.4. Inokiile portakal suyuna ilave edilen farkli konsantrasyonlarda

natamisinin 12.saat sonundaki S. cerevisiae kolonileri Uzerinde

gosterdigi logaritmik degisim (kob/ml)
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S. cerevisiaénin natamisin ilavesinden 24 saat sonraki logaritmik degisimi
incelendiginde 24 saat sonunda natamisinin S. cerevisiae lzerindeki etkisinin

natamisin konsantrasyonu ile artmistir(Cizelge 4.4 ve Sekil 4.5).

Cizelge 4.4. Inokiile portakal suyuna farkli konsantrasyonlarda natamisin
ilavesi sonucu S. cerevisiae kolonilerinde 24.saat sonundaki

logaritmik degisim (kob/ml)

DERISIM KONTROL LOGARITMIK LOGARITMIK
(PPM) (kob/ml) SAYIM(kob/ml) FARK
6,25 7,530,032 7,17+£0,00° 0,36
12,5 7,530,032 7,06£0,00¢ 0,47
25 7,53+0,03° 6,88+0,01¢ 0,65
50 7,53+0,03° 6,6+0,01¢ 0,93
24. SAAT

@

S 8

& 7.53 7.53 7.53 7.53

© = = = -

E

N .

&~ 7.17

o T /.06 6 88 —=— KONTROL

o~ ’ .

°3 6.6 —— NATAMISIN

X X

s < 6

=

E

R

S 6.25 1255 25 50

Natamisin Derisimi (ppm)

Sekil 4.5. Inokiile portakal suyuna ilave edilen farkli konsantrasyonlarda
natamisinin 24.saat sonundaki S. cerevisiae kolonileri lizerinde

gosterdigi logaritmik degisim (kob/ml)

Cizelge 4.5 ve Sekil 4.6'da S. cerevisiae\n 48 saat sonundaki logaritmik
mikrobiyal degisimi gorilmektedir. S. cerevisiae (izerinde tim natamisin

konsantrasyonlarina bakildiinda 6,25 ppm kiclik bir logaritmik azalma
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yaparken, 25 ppm ve 50 ppm konsantrasyonlarda ki logaritmik azalma 6,25

ppm'e gobre sirasilyla yaklasik olarak 2 ve 4 kat daha etkili olmustur. Ayrica

12,5 ppm natamisin konsantrasyonu 6,25 ppm natamisin konsantrasyonuna

yakin bir etki gdstermistir.

Cizelge 4.5. Inokiile portakal suyuna farkli konsantrasyonlarda natamisin

logaritmik degisim (kob/ml)

ilavesi sonucu S. cerevisiae kolonilerinde 48.saat sonundaki

Natamisin Derisimi (ppm)

DERISIM(PPM) | KONTROL LOGARITMIK LOGARITMIK
(kob/ml) SAYIM(kob/ml) FARK
6,25 7,57+0,012 7,16+0,02P 0,41
12,5 7,57+0,012 7,05+0,01¢ 0,52
25 7,57+0,012 6,78+0,014 0,79
50 7,570,012 5,96+0,03¢ 1,61
48. SAAT
@ 3
5 7.57 7.57 7.57 7.57
w0 [ = = u
[}
£
N
5 = ’ /.16 7.05
O E
O ~ 6.78
(o Q=] == KONTROL
£ 8 -
E ~ 6 e=fii= NATAMISIN
X 5.96
£
=
& 5
3 6.25 12.5 25 50

Sekil 4.6. Inokiile portakal suyuna ilave edilen farkli konsantrasyonlarda

natamisinin 48.saat sonundaki S. cerevisiae kolonileri Uzerinde

gosterdigi logaritmik degisim (kob/ml)

35



72 saat sonunda natamisin konsantrasyonlarinin S. cerevisiae lizerine etkisi
belirgin bir sekilde, Cizelge 4.6 ve Sekil 4.7'de goérilmektedir. 72.saat
sonunda 6,25 ppm konsantrasyonda natamisin bulunan drnekte cok kiguk
miktarda bir logaritmik azalma gorillirken, 12,5 ppm’de de 72 saatte 6nemli
miktarda bir logaritmik azalma goértlmemistir. 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonda natamisin ilave edilmis Orneklerde S. cerevisiae Uzerinde
dikkate deger bir logaritmik azalma kaydedilmistir. 25 ppm ve 50 ppm
konsantrasyonlarda sirasiyla 1 ve 2'den daha fazla logaritmik azalma

goralmugtdr.

Cizelge 4.6. Inokiile portakal suyuna farkli konsantrasyonlarda natamisin
ilavesi sonucu S. cerevisiae kolonilerinde 72.saat sonundaki

logaritmik degisim (kob/ml)

DERISIM | KONTROL LOGARITMIK LOGARITMIK
(PPM) (kob/ml) SAYIM(kob/ml) FARK
6,25 7,73+0,04? 7,27+0,04° 0,46
12,5 7,730,042 6,91+0,02¢ 0,82
25 7,730,042 6,45+0,05¢ 1,28
50 7,730,042 5,36+0,02¢ 2,37

o 72. SAAT
E 8 7.73 7.73 7.73 7.73
& = = & & a
2E
85
et 7 7.27
< 2
s Y 6.91
@ == KONTROL
'E = 6 6.45
S0 == NATAMISIN
s
o
]
-l 5 536
6.25 12.5 25 50

Natamisin Derisimi (ppm)

Sekil 4.7. Inokiile portakal suyuna ilave edilen farkli konsantrasyonlarda
natamisinin 72.saat sonundaki S. cerevisiae kolonileri Gzerinde
gosterdigi logaritmik degisim (kob/ml)
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Natamisin ile muamele edilmis bitiin 6rnekler ve kontrol 6rneginin zamana
gore etkisi incelenmistir. 6,25 ppm natamisin iceren drnekteki S. cerevisiae’
nin logaritmik mikroorganizma sayisinda (kob/ml) 2.saat sonunda kontrol ile
hicbir farklilik gdstermemistir ve 6,25 ppm natamisin iceren drnekte 2.saat
sonundaki logaritmik sayim ile 48.saat sonundaki logaritmik sayim arasinda
hicbir degisiklik gézlenmemistir. Ayrica 6,25 ppm natamisin iceren ornekte
72.saat sonundaki S. cerevisiaenin logaritmik mikroorganizma sayisi (kob/ml)
2.saat ile kiyaslandiginda artis gozlenmistir ve kontrol 6rneginin 12.saat
sonunda gelisen mikroorganizma sayisina benzer oldugu gézlenmistir. Yani
6,25 ppm konsantrasyonda natamisin ilavesinin mikroorganizma miktarini
sabit bir diizeyde tuttugunu veya kiiglik bir miktarda mikrobiyal gelisimin
oldugunu gostermistir. 12,5 ppm natamisin ilave edilmis ornekte, 6,25 ppm
natamisin ilave edilmis ornede benzer bir sekilde 2.saat sonundaki S.
cerevisiae sayisl 48.saat sonundaki S. cerevisiae sayisindan bir farklihk
gostermemistir. Ayrica 12,5 ppm natamisin ilave edilmis Ornekte 72 saat
sonundaki mikrobiyal sayim 2.saat sonundaki mikrobiyal sayim ile
kiyaslandiginda 0,15 kob/ml gibi kiiciik bir oranda azalma gostermistir
(p<0,05). Calismamiza benzer bir sonucu Kung vd. (2007), bira prosesinde
bozulma etmeni olan S. cerevisiaehin sayisini kontrol altinda tutmak Uzerine
yaptiklari  calismada  bulmustur.  Natamisinin ~ minimum inhibitor
konsantrasyonlarinin 7 mg/L ve 9 mg/L oldugunu géstermislerdir. Sonuglarin
yakin olmasi bira ve portakal suyunun pH degerlerinin birbirine yakin olmasi
ile yorumlanabilir ve natamisinin stabilitesinin benzer diizeyde korundugunu
gosterebilmektedir. 25 ppm natamisin ilaveli drnekte 2.saat ve 12.saat
sonunda mikrobiyal sayim benzerlik gosterirken 12.saatten itibaren 72.saat
sonuna kadar mikrobiyal sayim sonucunda slrekli olarak bir azalma
gbzlenmistir ve bu azalma dederlerinin anlamli bir diizeyde oldugu
istatistiksel olarak gosterilmistir. Ayrica 25 ppm ilave edilmis drnekte 72.saat
sonundaki S. cerevisiae sayisi ile 2.saat sonundaki logaritmik fark 0,61
diizeyinde olup 12,5 ppm ilave edilmis natamisinin gostermis oldugu
logaritmik farkin 4 kati oldugu goérilmustir (p<0,05). Gallo vd. (2006)'nin

peynir alti suyunda S. cerevisiaenin inaktivasyonu (izerine yapmis oldugu
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calismada natamisin depolama boyunca uygulandiginda, 20°C (25 mg/L)'de
72 saat sonra 4,7 log azalma meydana geldigini bildirmislerdir. 50 ppm
natamisin ilaveli 6rnege baktigimizda ise 25 ppm natamisin ile benzer bir
sekilde 2.saat sonundan itibaren 72.saate kadar dizenli olarak S. cerevisae
sayisinda bir azalma gorilmistir (Cizelge 4.7). Ollé vd. (2014) peyniralti
suyuna 4 kob/ml dlizeyinde S. cerevisiae inokiile ettikten sonra 6rneklere 20
ppm ve 50 ppm dlizeyinde natamisin ilavesi sonucu 96 saat sonunda sirasiyla

yaklagik olarak 2,75 kob/ml ve 4 kob/ml'lik bir azalma meydana gelmistir.

Cizelge 4.7. Zamana g0re natamisin konsantrasyonlarinin portakal suyuna

inokile edilen S. cerevisiae lizerine etkisinin karsilastiriimasi

DERISIM (ppm) 2. saat 12. saat 24. saat 48.saat 72.saat
kontrol 7,13+£0,05¢f | 7,25+0,05¢ | 7,53+0,03¢ | 7,57+0,01° | 7,73+0,042
6,25 7,14+0,03¢f | 7,25+0,029 | 7,17+0,00¢ | 7,16+0,02f | 7,27+0,04¢
12,5 7,060,049 | 7,11+0,01F | 7,06+£0,009 | 7,05+0,019 | 6,91+0,02""
25 7,06+0,029 | 7,06+0,029 | 6,88+0,01' | 6,78+0,01 6,45+0,05'
50 7,04+0,019 | 6,95+0,02" | 6,6+0,01k | 5,96+0,03™ | 5,36+0,02"

4.1.4. DEA muamelesi ve farkli konsantrasyonlarda Natamisin

kombinasyonlarinin indkiile portakal suyuna uygulanmasinin

sonuglari

S. cerevisiae lizerinde en yliksek inaktivasyonu saglayan 2500 voltta 15
dakika DEA (Cizelge 4.1). S.

cerevisiaenin baslangig inokilima 7,14 kob/ml’dir ve inokile portakal suyuna

inoklle portakal suyuna uygulanmistir
uygulanan DEA S. cerevisiaetin logaritmik sayisini 4,59 kob/ml’'e azaltmistir
(Cizelge 4.8). Kontrol ile DEA uygulanmis portakal suyu 6rnekleri 5, 10 ve
15.glin sonunda S. cerevisiae gelisimini incelemek amaciyla 4°C’de muhafaza
edilmistir. 5, 10 ve 15.glin sonunda DEA uygulanan &6rnekte bulunan S.
cerevisiaénin sayisi sirasiyla 6,88 kob/ml, 7,95 kob/ml, 8,23 kob/ml
olmustur. Sekil 4.8'de DEA uygulanmis Ornekte S. cerevisiae sayisi 0.glinde

azalmasinin ardindan 5, 10 ve 15.gilnlerde tekrardan bir artis meydana
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geldigi gorilmektedir. DEA uygulanmis 6rnekte bulunan S. cerevisiae sayisi

15.glin sonunda kontrol drnegdi ile esit diizeyde olmustur (p<0,05).

Cizelge 4.8. 0, 5, 10 ve 15. glinler sonunda inokiile portakal suyu ve DEA
uygulanmis inokile portakal suyu O&rneklerinin S. cerevisae

koloni sayilarinda meydana gelen logaritmik degisim (kob/ml)

ZAMAN(GUN) KONTROL DEA LOGARITMIK
(kob/ml) (kob/ml) FARK(kob/ml)
0 7,14£0,06¢ 4,59+0,03° 2,55
5 7,99+0,01P 6,88+0,01¢ 1,11
10 8,160,022 7,95+0,00° 0,21
15 8,22+0,04° 8,23+0,04° -0,01
9
@
>
a
= E =
ENEs
= c.a H kontrol
B © o
ooy S
S5< H DEA
o 4
=
g 3
0 5 10 15
ZAMAN(GUN)

Sekil 4.8. 0, 5, 10 ve 15. glnlerin sonunda inokile portakal suyu ve DEA
uygulanmis inokdle portakal suyu érneklerinde S. cerevisae koloni

sayllarinda meydana gelen logaritmik degisim

DEA ve 6,25 ppm natamisin (NA6) kombinasyonun S. cerevisiae sayisi
Uzerindeki logaritmik degisimi incelenmistir. Cizelge 4.8'de gorildigi gibi
kontrol 6rnegdinde 15 glinliik depolama siiresi boyunca S. cerevisiae sayisinda
bir artis meydana gelirken NA6 6rneginde 15.glin sonunda istatistiksel olarak
0.giinden herhangi bir fark tespit edilmemistir. DEA+NA6 6rneginde ise
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0.gline gore 15.gin sonunda 0,60 kob/ml miktarinda logaritmik azalma

gorulmusttr (p<0,05).

Cizelge 4.9. DEA ve 6,25 ppm natamisin (NA6) kombinasyonun inokile

portakal suyunda bulunan S. cerevisaenin logaritmik sayisina

etkisi
ZAMAN(GUN) KONTROL NA6 DEA+NA6
(kob/ml) (kob/ml) (kob/ml)
0 7,14+0,06¢ 7,16+0,05¢ 4,65+0,02¢
5 7,99+0,01° 7,27+0,02¢ 4,54+0,02f
10 8,160,022 7,13+0,05¢ 4,15+0,099
15 8,22+0,04° 7,08+0,08¢ 4,05+0,01"

(o]

(o]

~N
|

logaritmik mikroorganizma
sayisi (kob/ml)

6 - H kontrol
5 - m NA6
. - N | - _ | =DEA+NAs
3
0 5 10 15
ZAMAN(GUN)

Sekil 4.9. 0, 5, 10 ve 15.glin sonunda kontrol, 6,25 ppm natamisin (NA6) ve
DEA+NA6 Orneklerinde S. cerevisae koloni sayilarinda meydana

gelen logaritmik degisim

Cizelge 4.10 ve Sekil 4.10'da DEA ve 12,5 ppm natamisin (NA12)
kombinasyonun S. cerevisiae sayisi Uzerindeki logaritmik degisimi
gostermektedir. Kontrol 6rneginde 15 glin sonunda S. cerevisae sayisi artis
gostermektedir. NA12 6rneginde 5.glin ve 10.glin sonunda S. cerevisae sayisi

ayni oldugu tespit edilmistir ve 15.giin sonunda 0,36 kob/ml miktarinda bir
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azalma meydana gelmistir. DEA+NA12 o6rnedinde ise DEA uygulamasindan
sonra S. cerevisiae sayisi 4,66 kob/ml diizeyine azaldidi ve sonra natamisin
ilavesi ile S. cerevisiae sayisi 0.ginden 15.glinlin sonuna kadar 0,93

kob/ml’lik bir azalis géstermistir (p<0,05).

Cizelge 4.10. DEA ve 12,5 ppm natamisin (NA12) kombinasyonun inokiile

portakal suyunda bulunan S. cerevisaenin logaritmik sayisina

etkisi
ZAMAN(GUN) KONTROL NA12 DEA+NA12
(kob/ml) (kob/ml) (kob/ml)
0 7,14+0,06¢ 7,15+0,01¢ 4,66+0,01f
5 7,99+0,01° 6,94+0,01¢ 4,55+0,01¢
10 8,16+0,022 6,91+0,01¢ 3,95+0,08"
15 8,22+0,042 6,79+0,02¢ 3,73%0,01"
9
[}
£
N 8
c
5 =
§E 7
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xS 6 - m kontrol
E L
<3 . | m NAL2
= >
Eg . - DEA+NA12
2% . .
(=]
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| 3
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ZAMAN(GUN)

Sekil 4.10. 0, 5, 10 ve 15.glin sonunda kontrol, 12,5 ppm natamisin (NA12)
ve DEA+NA12 o&rneklerinde S. cerevisae koloni sayilarinda

meydana gelen logaritmik degisim

25 ppm natamisin (NA25) uygulamasi NA6 ve NA12 uygulamalarina
bakildiginda S. cerevisiae sayisinda 6nemli 6lglide azalma sagladigi Cizelge
4.11 ve Sekil 4.11’e bakarak goriilmektedir. NA25 orneginde 0.glinden
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15.ginin sonuna kadar 3,20 kob/ml dlizeyinde bir azalma meydana
gelmistir. DEA+NA25 06rnedinde ise 0.glinde S. cerevisiae sayisi 4,62
kob/ml‘e dlismis ve Uzerine 25 ppm natamisin ilavesi ile 15.glin sonunda S.
cerevisiae sayisi 2,04 kob/ml olmustur. DEA+NA25 uygulamasi ile 0.gln ile
15.glin arasindaki logaritmik azalma 2,58 kob/ml oldugu gosterilmistir
(p<0,05). Ayrica DEA+NA25 6rneginin gostermis oldugu etki baslangictaki
inokulim miktar (7,14 kob/ml) ile karsilastiriidiginda 5,1 kob/ml diizeyinde

onemli bir azalma saglamistir.

Cizelge 4.11. DEA ve 25 ppm natamisin (NA25) kombinasyonun inokile

portakal suyunda bulunan S. cerevisa€nin logaritmik sayisina

etkisi
ZAMAN(GﬁN) KONTROL NA25 DEA+NA25
(kob/ml) (kob/ml) (kob/ml)
0 7,14%0,06°¢ 7,15+0,01¢ 4,62+0,039
5 7,99+0,01° 6,14+0,02¢ 3,96+0,03"
10 8,16+0,022 5,17+0,05¢ 3,34+0,03'
15 8,22+0,042 3,95+0,05° 2,04+0,04
9
£
5 8
8o 7 -
PE ¢
O~
[« =]
5 3 5 M kontrol
£ ‘g 4 - m NA25
x 2 -
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& 2 1
L
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ZAMAN(GUN)

Sekil 4.11. 0, 5, 10 ve 15.gln sonunda kontrol, 25 ppm natamisin (NA25) ve
DEA+NA25 oOrneklerinde S. cerevisae koloni sayillarinda meydana

gelen logaritmik degisim
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50 ppm natamisin (NA50) uygulanan &rnekte ise 0, 5, 10 ve 15.glin S.
cerevisiae sayis! sirasiyla 7,13 kob/ml, 4,3 kob/ml, 3 kob/ml ve 2,07 kob/mi
olmustur (Cizelge 4.12). 0.gun ile 15.gln arasinda 5,06 kob/ml gibi belirgin
dizeyde bir azalma olmustur (Sekil 4.12). DEA+NA50 Ornedinde ise DEA
uygulamasindan sonra S. cerevisiae sayisi 4,59 kob/ml olmustur ve natamisin
ilavesi ile 5, 10 ve 15.glin sonunda sirasiyla 2,47 kob/ml, 1,66 kob/ml, 1,18
DEA+NA50 o6rneginde 0.giin ile 15.gln
arasindaki logaritmik fark 3,41 kob/ml (Cizelge 4.12) olmustur (p<0,05).

kob/ml oldugu gosterilmistir.

Cizelge 4.12. DEA ve 50 ppm natamisin (NA50) kombinasyonun inokile

portakal suyunda bulunan S. cerevisa€nin sayisina etkisi

(kob/ml)
ZAMAN(GUN) KONTROL NA50 DEA+NA50
(kob/ml) (kob/ml) (kob/ml)
0 7,14£0,06¢ 7,14+0,01°¢ 4,58+0,024
5 7,99+0,01° 4,3+0,00° 2,48+0,019
10 8,16%0,022 3+0,05 1,66+0,16'
15 8,22+0,04° 2,06+0,06" 1,18+0,17
10
@
= 8
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Sekil 4.12. 0, 5, 10 ve 15.glin sonunda kontrol, 50 ppm natamisin (NA50) ve
DEA+NA50 o6rneklerinde S. cerevisae koloni sayllarinda meydana

gelen logaritmik degisim
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Cizelge 4.13 ve Sekil 4.13'de DEA ve farkli konsantrasyonlarda natamisin
uygulamalarinin S. cerevisiae sayisinda meydana getirdigi logaritmik degisim
gosterilmistir.  0.giinde uygulanan DEA ve natamisin uygulamalarn S.
cerevisiae sayisl Uzerinde benzer etki gdstermistir. DEA uygulanan inokile
portakal suyunda 15 gun boyunca logaritmik sayl artis gostermistir.
DEA+NA6 ve DEA+NA12 uygulamalarinda S. cerevisae logaritmik sayisi
5.glin sonunda 0.gln ile bir farklik gostermezken, DEA+NA25 ve DEA+NA50
uygulamalarinda sirasiyla 0,66 kob/ml ve 2,12 kob/ml miktarinda logaritmik
azalma meydana gelmistir. 10.giin degerleri incelendiginde biitin
goriilmiistir. DEA+NAG,
DEA+NA2, DEA+NA25 ve DEA+NA50 uygulamalarinda 0.giin ile 10.gin
arasindaki S. cerevisaehin logaritmik azalmasi sirasiyla 0,50 kob/ml, 0,71
kob/ml, 1,28 kob/ml ve 2,93 kob/ml'dir. 15.giin dederlerine bakildiginda ise
DEA+NA6, DEA+NA2, DEA+NA25 ve DEA+NA50 uygulamalarinda 0.giin ile
15.gun arasindaki logaritmik azalma sirasiyla 0,60 kob/ml, 0,93 kob/ml, 2,58

kob/ml ve 3,41 kob/ml olmustur (p<0,05).

uygulamalarda bir azalma meydana geldigi

Cizelge 4.13. DEA ve farkh  konsantrasyonlardaki  natamisin
kombinasyonlarinin 0, 5, 10 ve 15.gilnlerin sonunda
inoklle portakal suyunda bulunan S. cerevisiae sayis
uzerine etkilerinin karsilagtiriimasi (kob/ml)

ZAMAN DEA DEA DEA DEA
(GUN) DEA + + + +
NA6 NA12 NA25 NA50
0 4,59+0,03¢ | 4,65+0,02¢ | 4,66+0,01¢ | 4,62+0,03¢ | 4,58+0,02¢
5 6,88+0,11¢ | 4,54+0,02¢ 4,55+0,01¢ 3,96+0,03" 2,48+0,01%
10 7,95+0,00° | 4,15+0,09° | 3,95+0,08" | 3,34+0,03 | 1,66+0,16™
15 8,23+0,04® | 4,05+0,01¢ 3,730,071 2,04+0,04' 1,18+0,17"
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Sekil 4.13. DEA ve farkh konsantrasyonlardaki natamisin kombinasyonlarinin
0, 5 10 ve 15.glnlerin sonunda inokile portakal suyunda
bulunan S. cerevisiae sayisi Uzerine etkilerinin karsilastiriimasi
(kob/ml)

4.1.5. Inokiile portakal suyunda sicaklik uygulamalar ve farkh

konsantrasyonlarda natamisin ile muamelesinin sonuglan

Inokiile portakal suyuna 30°C, 45°C ve 60°C sicakliklari ve farkli
konsantrasyonda natamisin uygulanmistir. Cizelge 4.14 ve Sekil 4.14'de
natamisin ilave edilmeden sicaklik uygulamalarinin S. cerevisiae sayiminda
meydana getirdigi logaritmik degisimler verilmistir. Cizelge 4.4’de gosterildigi
gibi 0.giinde 30°C ve 45°C'nin etkisinde bir farkliik olmazken 60°C'de diger
iki sicakliga gore 5 kob/ml’den daha fazla bir azalma meydana gelmistir. Buna
karsgin 15 gln sonunda ise bltln sicakliklarda S. cerevisiae sayisinda artig
oldugu tespit edilmemistir (p<0,05). Duried vd. (2002) yaptigi bir calismada;
portakal suyunda S. cerevisiae gelisimini incelemistir. Portakal suyu
orneklerinden birine 10> kob/ml diizeyinde mikroorganizma inokiile edilmistir.
Diger orneklere 107 kob/ml diizeyinde inokiile edilmistir ve sonra isil islem
uygulanmistir. S. cerevisiae populasyonlarinda 60°C-40 s. ve 55°C- 40 s.'de

siraslyla >6 and 2 log azalmistir.
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Cizelge 4.14. Inokiile portakal suyunda farkli sicaklik uygulamalarinin S,

cerevisiae lizerine etkisi (kob/ml)

ZAMAN(GUN) 30°C 45°C 60°C
0 7,14+0,06%9 7,11+0,04%9 1,74+0,04
5 7,99+0,01°¢ 7,89+0,01¢ 2,16+0,06'
10 8,16+0,02° 8,25+0,032 5,28+0,02"
15 8,22+0,042> 8,240,012 7,74+0,03¢
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Sekil 4.14. Inokiile portakal suyuna uygulanan farkl sicakliklarin S. cerevisiae

Uzerine etkisi

Cizelge 4.15 ve Sekil 4.15'de 30°C ve farkh konsantrasyonlarda natamisin
uygulamasinin  sonuglari  verilmistir. 0.glinde bitin uygulamalarda S.
cerevisaenin logaritmik sayisi farkhlik géstermemistir. 30°C uygulanmig
inokule portakal suyunda logaritmik fark 0.giine goére 5.giin, 10.gln ve
15.glinde sirasiyla 0,85 kob/ml, 1,02 kob/ml ve 1,08 kob/ml olmustur.
30°C+NA6 uygulamasinda 0.glin ile 15.gin sonunda S. cerevisae sayisi
herhangi bir degisiklik gdstermemistir. 30°C+NA12 uygulamasinda 0.giin ile
5.gln arasinda 0,19 kob/ml'lik logaritmik azalma olurken 5.gin ile 10.glin
arasinda S. cerevisiae sayisinda bir degisiklik goriilmemistir. 0.giin ile 15.gln
arasinda ise 0,36 kob/ml dizeyinde bir azalma meydana gelmistir.

30°C+NA25 uygulamasinda 15 glin boyunca azalma gézlenmis olup sirasiyla
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5.gin, 10.gin ve 15.ginin 0.glne gore logaritmik farki sirasiyla 1,01
kob/ml, 1,98 kob/ml ve 3,2 kob/ml olmustur. 30°C+NA50 uygulamasinda ise
S. cerevisae sayisinda 5.gun, 10.gln ve 15.gin boyunca 0.gline goére
sirasiyla 2,84 kob/ml, 4,14 kob/ml ve 5,08 kob/mllik azalma meydana

gelmistir.

Cizelge 4.15. Inokiile portakal suyuna 30°C'de uygulanan farkli
konsantrasyonlarda natamisinin 0, 5, 10 ve 15.glinlerde S.
cerevisiae sayis| Uzerine etkisi (kob/ml)

ZAMAN 30°C 30°C+NA6 | 30°C+NA12 | 30°C+NA25 | 30°C+NA50
(GUN)

0 7,14+0,06¢ | 7,16+0,05¢ | 7,15+0,01¢ 7,15+0,01¢ 7,14+0,01¢

5 7,99+0,01¢ | 7,27+0,02¢ | 6,94+0,01F | 6,14+0,02" 4,3+0,00/

10 8,16+0,02° | 7,13+£0,05¢ | 6,91+0,01 5,17+0,05' 3+0,05'

15 8,22+0,04% | 7,08+0,08¢ | 6,79+0,02¢ 3,95+0,05¢ | 2,06+0,06™
] 7‘? lso: = 8 m30°
55 6.5 " 307NAG > B 30°+NAG
“E” 30°+NA12 QB E 6 .
°g ¢ m30°+NA25 O & 5 30 AL
EQ 55 . £8 . = 30°+NA25
g-_.v : m 30°+NA50 5_’5 : = 30°+NASO
= O.giin o 5.gin

ZAMAN(GUN) ZAMAN(GUN)
5 9 m30° @ 10 m30°
s, 8 = 30°+NA6 > 8 W 30°+NA6
8= 7 ®E 6
“E 6 30°+NA12 o= 30°+NA12
5 5 . =8 4 o
£0 4 m30°+NA25  E Q m 30°+NA25
g & g m30°+NASO @ o ® 30°+NA50
- 10.guin 15.giin )
ZAMAN(GUN) ZAMAN(GUN)
Sekil 4.15. Inokiile portakal suyuna 30°C'de uygulanan farkli

konsantrasyonlarda natamisinin 0, 5, 10 ve 15.glinlerde S.

cerevisiae sayisi Uzerine etkisi (kob/ml)
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Cizelge 4.16 ve Sekil 4.16'da 45°C ve farkl konsantrasyonlarda natamisin
uygulamalarinin S. cerevisiae sayisi Uzerindeki etkileri gosterilmistir. 0.glinde
bitlin uygulamalarda S. cerevisiae sayilar yakin degerler gostermistir. 45°C
uygulamasinda 0.gline goére 5.guin, 10.glin ve 15.ginde S. cerevisiae sayisi
sirastyla 0,78 kob/ml, 1,14 kob/ml ve 1,13 kob/ml dizeyinde bir artis
gostermistir. 45°C+NA6 uygulamasinda 0.glin ile 15.gin arasinda S.
cerevisiae logaritmik sayisinda herhangi bir degisim meydana gelmemistir.
45°C+NA12 uygulamasinda 5.gtin sonunda 0.gline goére kicuk bir miktarda
azalma meydana gelmistir. Ayrica 5.gin, 10.giin ve 15.gin sonundaki S.
cerevisiae sayisinda herhangi bir fark meydana gelmemistir. 45°C+NA25
uygulamasinda 15.glin sonuna kadar azalma gdzlenmistir. S. cerevisiae sayisi
0.gline godre 5.giin, 10.gln ve 15.glin sonunda sirasiyla 1,65 kob/ml, 2,88
kob/ml ve 3,41 kob/mllik 45°C+NA50

uygulamasinda ise ayni sekilde 15.glin sonuna kadar azalma gdrullrken,

logaritmik fark gostermistir.

0.gline goére 5.glin, 10.glin ve 15.gln sonunda logaritmik fark sirasiyla 2,9
kob/ml, 3,63 kob/ml ve 4,42 kob/ml olmustur.

Cizelge 4.16. Inokille portakal suyuna 45°C'de uygulanan farkli
konsantrasyonlarda natamisinin 0, 5, 10 ve 15.gilnlerde S.
cerevisiae sayisi Uzerine etkisi (kob/ml)

ZAMAN 45°C 45°C+NA6 | 45°C+NA12 | 45°C+NA25 | 45°C+NA50
(GLO’N) 7,11+0,04%%¢ | 7,04+0,04%%9h | 7,134£0,02¢¢ | 6,98+0,039" | 7,06+0,02%<f9
5 7,89+0,01° | 7,08+0,03<¢¢ | 6,86+0,04 | 5,33+0,03' 4,16+0,02m
10 8,25+0,032 6,97+0,04" 6,840,027k 4,1+0,02m 3,43+0,07°
15 8,24+0,012 | 7,02+0,02e | 6,77+0,02¢ | 3,51+0,02" 2,64+0,03P
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Sekil 4.16. Inokile portakal suyuna 45°C'de uygulanan farkli

konsantrasyonlarda natamisinin 0, 5, 10 ve 15.glnlerde S.

cerevisiae sayisinin degisimi (kob/ml)

Cizelge 4.17 ve Sekil 4.17'de 60°C ve farkl konsantrasyonlarda natamisin
uygulamalarinin S. cerevisiae sayisi Uzerindeki etkileri gosterilmistir. 0.glinde
S. cerevisiae sayilan tim oOrneklerde benzer dederler gbstermistir. 15 glin
sonunda 60°C uygulamasinda S. cerevisiae sayisinda artis meydana gelirken
diger tim uygulamalardaki S. cerevisae sayisi 5.gin, 10.giin ve 15.giin

degerleri 0 kob/ml olmustur.

Cizelge 4.17. Inokile portakal suyuna 60°C'de uygulanan farkli
konsantrasyonlarda natamisinin 0, 5, 10 ve 15.glnlerde S.
cerevisiae sayisi Uzerine etkisi (kob/ml)

ZAMAN 60°C 60°C+NA6 | 60°C+NA12 | 60°C+NA25 | 60°C+NA50
(GgN) 1,74+0,04¢ | 1,65+0,05¢ | 1,69+0,09%¢ | 1,68+0,19% | 1,69+0,09%¢
5 2,16£0,06¢ 0 0 0 0
10 5,28+0,02° 0 0 0 0
15 7,74+0,032 0 0 0 0
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Sekil 4.17. Inokille portakal suyuna 60°C'de uygulanan farkli
konsantrasyonlarda natamisinin 0, 5, 10 ve 15.glinlerde S.

cerevisiae sayisi Uzerine etkisi (kob/ml)

4.2, Kalite analiz sonuglari

4.2.1. DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunda pH tayini sonuglari

0.glinde DEA+NA25 uygulanan o6rnek ile saf portakal suyunda sirasiyla 4,34
ve 4,30 olmustur. 15.glin pH degerleri ise sirasiyla 4,35 ve 4,34'dir. 0.glin ve
15.gin sonuglarina gére DEA+NA25 uygulamasi ile saf portakal suyu pH

arasinda bir farkhlik meydana gelmemistir.

Rivas vd. (2006), ticari olarak satilan portakal (%80)-havug (%20) suyu
karisimi (1sil islem uygulanmamis) lizerine DEA (25 kV/cm-280 ps maksimum
sicaklik 65T) uygulanmistir. Kontrol ve DEA uygulanan numunelerin pH
dederleri sirasiyla 3,86 ve 3,83 olmustur. Sanchez-Moreno vd. (2005)
portakal suyuna 35 kVcm-1/750 ps DEA uygulamiglardir. DEA uygulanmig
ornek ile kontrol (islem goérmemis portakal suyu) orneklerinin pH degerleri
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arasinda énemli bir farklihk gézlenmemistir (sirasiyla 3,52 ve 3,59). Walkling-
Ribeiro vd. (2009), farkli siddet ve sirede portakal suyuna DEA (30-40kV/cm
siddetinde 25, 50, 100 ve 15 pus suresinde) ve sicaklik kombinasyonu
uygulamislardir  (55°C-10 dk). Kontrol ile islem gbérmlis Ornekler
karsilastirildiginda pH'da 3,7 diizeyinde olup istatistiksel olarak bir farklilik
meydana gelmemistir (P=0,05). Cserhalmi vd. (2006) portakal suyuna 28
kV/cm'de 50 atim uyguladiklari calismalarinda DEA muamelesi gérmus drnek
ile muamele gbérmemis portakal suyunun pH’inin sirasiyla 3,63 ve 3,61

oldugunu bildirmislerdir.

4.2.2. DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunda titrasyon asitligi tayini sonuclan

Numuneler igin titrasyon asitligi sonuglari cizelge 4.18'de verilmistir. Titrasyon
asitlikleri 0.giinde DEA+NA25 ve saf portakal suyunda sitrik asit cinsinden
siraslyla 0,44 g/100 ml'dir. 15.glinde ise bu degerler 0,41 g/100 ml ve 0,42
g/100 ml olmustur. Sonuglar DEA+NA25 uygulamasi ile saf portakal suyu

arasinda bir degisiklik gostermemistir.

Cizelge 4.18. DEA+NA uygulanan ornekler ile saf portakal suyunun titrasyon

asitligi (sitrik asit cinsinden)

NUMUNE 0.giin 15.giin
PS 0,44 0,41
DEA+NA 0,44 0,42

PS: saf portakal suyu

Elez-Martinez vd. (2007) yaptidi calismada taze sikilmis portakal suyunun
titrasyon asitligi 0,44+0,05 g sitrik asit/100 ml olmustur. Sdnchez-Moreno vd.
(2005) DEA (35 kvem-1/750 ps) uyguladiklarn portakal suyunda titre edilebilir
asitlik sitrik asit cinsinden 0,94 g sitrik asit/100 ml olup taze sikilmis portakal
suyu (0,95 g sitrik asit/100 ml) ile arasinda bir farkliik olmamistir. Rivas vd.
(2006) ticari olarak satilan portakal (%80)-havuc (%20) suyu karisimi (isll
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islem uygulanmamig) lzerine DEA (25 kV/cm -280 ps- maksimum sicaklk
65°C) uygulanmistir. DEA uygulanmis 6rnek ile kontroliin titrasyon asitligi
sirasiyla 0,599+0,002 g sitrik asit/100 ml ve 0,568+0,012 g sitrik asit/100 ml

olmustur.

4.2.3. DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunda renk degerleri

Cizelge 4.19'da portakal suyu orneklerinin renk degerleri gosterilmistir. 0.glin
L" dederlerine bakildidinda DEA uygulanan 6rnek saf portakal suyuna gore
yaklasik +4 birim fazla olmustur. 15.giinde ise saf portakal suyu 6rneginin L*
degeri artis gosterirken DEA+NA25 uygulanan oOrnekte yaklasik -2 birim
azalma meydana gelmistir. a* dederlerine bakildiinda 15.giin DEA+NA25
ornedi haricinde biitiin numunelerde yakin sonuglar gorilmistir. b* dederleri
ise 0.glin saf portakal suyunda diger 6rneklerden yaklasik 0,6-0,7 diizeyinde

fazla oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.19. DEA+NA ve saf portakal suyu 6rneklerinin renk (L*, a* ve b")

degerleri

ZAMAN NUMUNE L*degerleri ax b*

PS 36,323%0,17 0,97+0,12 3,813+2,93
0.glin

g DEA+NA25 40,42+0,48 1,1+0,06 3,157+43,25

PS 40,83+0,27 1,04+0,34 3,193%£0,26
15.glin

DEA+NA25 38,83+0,36 0,1+0,07 3,136+2,99

PS: saf portakal suyu

Sanchez-Moreno vd. (2005) DEA (35 kVcm-1/750 ps) uyguladiklari portakal
suyunun kontrol ile renk dederlerini karsilastirdiklarinda; L* dederinde
herhangi bir farkllik meydana gelmezken (36,30+0,18 ve 36,82+0,51), a*
degerleri (-2,17+0,18 ve -1,46+0,15) ve b* dederleri (34,22+1,47 ve
36,61+1,12) farkliik gostermistir.
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Ayhan vd. (2002) yaptiklari calismada; DEA (59 ps stiresinde 35 kV/cm) ile
islenmis portakal suyu, tiim renk &zelliklerinde kontrol ile kiyaslandiginda L*
ve b*'da bir artis ve a* degerlerinde azalma olmustur. Cserhalmi vd. (2006)
kontrol ve DEA ile muamele edilen portakal suyu arasinda renk degerlerinde
cok kiiciik diizeyde farklilik oldugunu bildirmislerdir. Kontrol érnegi portakal
suyunda L*, a* ve b* dederleri sirasiyla 14,48, —2,08 ve 3,34 iken, DEA (28
kV/cm 'de 50 darbe) ile muamele edilen numunede L*, a* ve b* dederleri
sirasiyla 14,73, -2,25 ve 3,70 olmustur. Rivas vd.(2006)'da portakal (%80)-
havug (%20) suyu karisimi (isil islem uygulanmamis) Gzerine DEA (25 kV/cm-
280 ps maksimum sicaklik 65 %) uygulanmistir. Kontrol ile DEA uygulanmis
ornek karsilastirildiginda L™ dederleri sirasiyla 62,80+0,03 ve 63,08+0,09 olup

herhangi bir farklilik olmamistir.

Walkling-Ribeiro vd. (2009) portakal suyu tzerine sicaklik (55°C-10 dk)+DEA
(30-40 kV/cm siddetinde 25, 50, 100 ve 150 ps suresinde) uygulamiglardir.
Herhangi bir islem gdrmeyen portakal suyunun genel renk 6zelliklerini
siraslyla L*, a* ve b* icin 42,84, -6,31 ve 18,99 olarak bildirmiglerdir.
Sicaklik+30 kV/cm siddetinde 25, 50, 100 ve 150 ps siresinde DEA
uygulanan o6rnek ile kontrol karsilastirildiginda DEA uygulanan numunede L*
degerleri sirasiyla 2,28, 0,94, 0,35 ve 0,39 fazla olmustur ve sicaklik+40
kV/cm siddetinde 25, 50, 100 ve 150 ps stiresinde DEA uygulanan érneklerde
ise L* degerleri kontrol ile karsilastirildiginda +1,53, +1,39, +0,26 ve -0,33
miktarinda farklihk gostermistir. a* dederlerinde sicaklik+30 kV/cm
siddetinde 25, 50, 100 ve 150 ps siresinde DEA uygulamasi kontrol
orneginden sirasiyla -0,33, -0,14, -0,03 ve -0,07 ve sicaklik+40 kV/cm
siddetinde 25, 50, 100 ve 150 us siresinde DEA uygulanan dérneklerde de
sirasiyla -0,33, -0,32, -0,08 ve +0,02 dizeyinde farkhlik olmustur. b*
degerlerinde ise kontrol ile karsilastirildiginda sicaklik+30 kV/cm siddetinde
25, 50, 100 ve 150 ps siresinde DEA uygulanan portakal suyu ornegi
sirasiyla +1,76, +0,91, +0,53, +0,55 ve sicaklik+40 kV/cm siddetinde 25, 50,
100 ve 150 ps stresinde DEA uygulanan portakal suyu o6rneklerinde ise
siraslyla +1,01, +0,87, +0,13, +0,06 farklilik oldugu bildirilmistir.
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4.2.4. DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunda °briks tayini sonuglari

Saf portakal suyu ile DEA+NA25 uygulanan portakal suyu 6rneklerinin 0.glin
ve 15.glin degerleri incelenmistir (Cizelge 4.20). 0.giin ile 15.gin portakal
suyu ve DEA+NA25 uygulanan portakal suyu orneklerinin °briks degerleri
birbirine yakin olmustur. 0.glinde saf portakal suyu ve DEA+NA25 uygulanan
portakal suyu orneklerinde sirasiyla 15,0 ve 15,4'dir. 15.glin de ise °briks
degerleri 15,2 ve 15,3 olmustur. Calismamiza benzer bir sonucu; Walkling-
Ribeiro vd. (2009) portakal suyuna farkh siddet ve siirede DEA (30-40 kV/cm
siddetinde 25, 50, 100 ve 15 ps suresinde) ve sicaklhk (55°C-10 dk)
kombinasyonu uygulamislardir. “Briks degerlerinde kontrol ile 6nemli bir
degisiklik tespit etmemislerdir (yaklasik 11,0). Cserhalmi vd. (2006)'da DEA
(28 kV/cm'de 50 darbe) uyguladiklar portakal suyunda °briks degerinde
kontrol ile bir farkhlik olmadigini bildirmislerdir. Kontrol portakal suyu 6rnegi
°briks degeri 4,53, DEA uygulanan portakal suyu 6rnegdi °briks degeri 4,30
oldugunu bildirmislerdir.

Cizelge 4.20. DEA+NA25 uygulanan portakal suyu 6rnegi ve saf portakal

suyu orneklerinin °Briks degerleri

ZAMAN NUMUNE °Briks
PS 15,0
0.gln
DEA+NA25 15,4
PS 15,2
15.gun
DEA+NA25 15,3

PS: saf portakal suyu

Sanchez-Moreno vd. (2005) taze sikilmis portakal suyunda uyguladiklari DEA
(35 kV/cm-1/750 ps)sonucu kontrol ile kiiglik bir farkhlik oldugunu tespit
etmisglerdir. Taze sikilmis portakal suyunun °briks dederi 10,47 iken DEA
uygulanan 6rnegin briks (%) degeri 10,86 olmustur. Rivas vd. (2006) ticari
olarak satilan portakal (%80)-havug (%20) suyu karigimi (isil iglem
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uygulanmamig) Gzerine DEA (25 kV/cm -280 ps-maksimum 65°C)
uygulamistir. Kontrol ile DEA uygulanan numunelerin °briks degerlerinde az

bir farkhhk gérilmus olup sirasiyla 9,5 ve 10,2 olmustur.

4.2.5. DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunda askorbik asit (C vitamini) miktari

Cizelge 4.21'de C vitamini dederleri ve Sekil 4.18'de askorbik asit standart
egrisi gosterilmistir. 0.glin ve 15.giin saf portakal suyunda C vitamini
degerleri sirasiyla 40,9 mg/100 ml ve 37,5 mg/100 ml’dir. DEA+NA25
uygulanan portakal suyu o©rneginde C vitamini degerleri 0.giinde 38,1
mg/100ml, 15.glinde ise 33,6 mg/100 ml olmustur. 15.gin sonunda herhangi
bir islem gérmeyen portakal suyunda C vitamini kaybi 0.gline gére %8-8,5
diizeyinde azalma gdstermistir. Saf portakal suyu ile DEA+NA25 uygulanan
portakal suyu 6rneginde 0.glinde C vitamini kaybi yaklasik olarak %6,5-7
oraninda olmustur. Ayrica 15.giinde ise saf portakal suyu ve DEA+NA25
uygulanan portakal suyu arasindaki C vitamini farki %10 dizeyinde olmustur.
Bu durum askorbik asitin, depolama ve gida isleme asamalarinda oksidasyon
ve 1IsI gibi faktorlerden dolayr en hizl kayba ugrayan vitamin olmasi ile

aciklanmaktadir (Cemeroglu, 2013).

Taze portakal sulari igerisindeki C vitamininin icerigi cokca calisiimistir ve
Mevcut calismalarda elde edilen sonuglar, 25 mg/100 ml ila 68 mg/100 ml
arasinda degismistir (Farnworth vd., 2001, Fernandez-Garcia vd., 2001,
Kabasakalis vd, 2000, Lee ve Coates, 1999, Rapisarda vd, 2001 ve Sanchez-
Moreno vd., 2003).

Cserhalmi vd. (2006) DEA (28 kV/cm'de 50 atim) uygulanmis portakal

suyunda kontrol ile karsilastirildiinda yaklasik %3 oraninda bir azalma

meydana gelmistir. Islem gérmemis portakal suyunda 32,8 mg/100 ml, DEA

ile muamele edilen portakal suyunda 31,8 mg/100 ml C vitamini bulmuslardir.

Elez-Martinez vd. (2007) portakal suyuna 15, 25 and 35 kV/cm siddetinde
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100, 400 and 1000 ps sirelerinde DEA uygulamislardir. Islem gérmemis
portakal suyunun C vitamini dederi 56,3 mg/100 ml'dir. Tim DEA

uygulamalarinda C vitamini korunumu %87,5'in lizerinde olmustur.

Sanchez-Moreno vd. (2005) yaptiklari calismada DEA (35 kV/cm-1/750 ps)
uyguladiklar portakal suyu 6rneginin C vitamini igerigi 41,26+1,01 mg/100
ml olurken kontrol 6érneginin 44,37+1,09 mg/100 ml olmustur. Hodgins vd.
(2002) 40 ve 60 ps 80 kV/cm'de DEA uyguladiklari portakal suyunda askorbik
asit icerigi kontrol ile karsilastinldiinda %2,5 azalmistir (sirasiyla 50,9
mg/100 ml ve 52,2 mg/100 ml). Ayrica Walkling-Ribeiro vd. (2009) portakal
suyuna sicakhk (55°C-10 dk)+DEA (30-40 kV/cm 25, 50, 100 ve 150 ps
suresinde) uygulamasi sonucu C vitamini degerlerinde istatistiksel olarak

herhangi bir farklilik olmamistir.

Cizelge 4.21. Saf portakal suyu 6rnegi ile DEA+NA25 uygulanan portakal

suyu drneklerinin 0.glin ve 15.giin askorbik asit (C vitamini)

degerleri
ZAMAN NUMUNE mg/100ml

PS 40,9

0.giin
DEA+NA25 38,1
PS 37,5

15.gln
DEA+NA25 33,6

PS: saf portakal suyu
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Sekil 4.18. Askorbik asit (C vitamini) standart egrisi

4.2.6. DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunda Hidroksimetilfurfural (HMF) miktan

HMF degerleri Cizelge 4.22'de verilmistir. Saf portakal suyu ve DEA+NA25
uygulanan portakal suyu oérneklerinin HMF degerleri 0.glinde sirasiyla 0,004
mg/L ve 0,020 mg/L, 15.glnde ise sirasiyla 0,007 mg/L ve 0,022 mg/L
olmustur. HMF icerikleri cok diisiik diizeyde olup dikkate deger bir farkllik

meydana gelmemistir.

Cizelge 4.22. DEA+NA25 uygulanan portakal suyu oOrnegi ve saf portakal
suyu orneklerinin HMF degerleri (mg/L)

Numuneler 0.giin 15.giin
PS 0,004 0,007
DEA+NA25 0,020 0,022

PS: saf portakal suyu

Rivas vd. (2006) Ticari olarak satilan portakal (%80)-havug (%20) suyu
karisimi (1sil islem uygulanmamig) Uzerine farkli siddetlerde DEA (25 kV/cm-

280 ps maksimum 65°C) uygulanmistir. DEA uygulanmis ve uygulanmamis
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ornedin HMF icerigi 0,013 mg/L olup herhangi bir farklihk olmadigini
bildirmislerdir. Cserhalmi vd. (2006) portakal suyu tzerine DEA (28 kV/cm'de
50 atim) uygulamislardir. HMF degerleri DEA uygulanmayan portakal suyu
ornegdi icin 0,25 mg/L, muamele edilen portakal suyu 6rnegi icin 0,22 mg/L

olmustur.

4.2.7. DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunda toplam fenolik madde miktarn

Numunelerin fenolik madde igerikleri Cizelge 4.23'de ve gallik asit standart
egrisi Sekil 4.19'da verilmistir 0.glinde DEA+NA25 uygulamasi sonucu fenolik
madde igeriginde saf portakal suyuna gore az bir diizeyde artis olmustur.
15.glin sonunda hem saf portakal suyu hem de DEA+NA25 uygulanan
portakal suyunda fenolik madde igerigi 0.giin ile karsilastirldiginda daha fazla
olmustur. Bunun nedeninin ise hicre dokularina darbeli elektrik alan
uygulamasi ile hilicreden ektrakte edilecek maddelerin kitle transferi ile
aciklanmaktadir (Baysal, 2012).

Ramful vd. (2011) gesitli turunggil ekstraklarinin fenolik madde igeriklerini
406-1694 mg/L aralijinda oldugunu rapor etmislerdir. Agcam vd. (2014a)
Portakal suyuna 1033,9 pus suresinde 13,82kV/cm, 17,06 kV/cm, 21,50 kV/cm
ve 25,26 kV/cm DEA uygulamistir. Herhangi bir islem gérmemis portakal
suyunun toplam fenolik madde icerigi 388,97+40,18 mg/L olurken 1033,9 us
siresinde 13,82 kV/cm, 17,06 kV/cm, 21,50 kV/cm ve 25,26 kV/cm DEA
uygulamasi sonucu fenolik madde igerikleri sirasiyla 350,42+54,14 mg/L,
370,27+38,44 mg/L, 377,04+£45,05 mg/L ve 428,26+59,74 mg/L olmustur.
Ayrica DEA uygulanan numunelerin 60.giin sonunda fenolik madde igerikleri
ise siraslyla 365,93+26,17 mg/L, 418,93+25.03 mg/L, 353,18+25,89 mg/L
ve 370,20+15,93 mg/L oldugu tespit edilmistir. Bu dederlere bakildiginda da
bazi uygulamalarda zamana goére fenolik madde iceriginde artis oldugu
gorilmektedir.
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Cizelge 4.23. DEA+NA25 uygulanan portakal suyu 6rnegi ve saf portakal

suyu orneklerinin fenolik madde icerikleri

ZAMAN NUMUNELER mg GEA/L
PS 974
0.gun DEA+NA25 1036
PS 1162
15.gun DEA+NA25 1193

PS: saf portakal suyu
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Sekil 4.19. Gallik asit standart egrisi

4.2.8. DEA ve Natamisin mualemesi yapilmis inokiile portakal

suyunun antioksidan aktivitesi

Orneklerin antioksidan aktiviteleri Cizelge 4.24'de gdsterilmistir. DEA+NA25
uygulanan portakal suyu numunesi ile saf portakal suyu numunesi arasinda
onemli bir fark olmamistir. DEA+NA25 uygulanan 6rnek ile saf portakal
suyunun antioksidan igerikleri 0.glinde 232 ml/g ve 244 mil/g, 15.glinde ise
237 ml/g ve 256 ml/g olmustur.
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Cizelge 4.24. DEA+NA25 ve saf portakal suyu orneklerinin antioksidan

aktivitesi
ZAMAN NUMUNELER ml/g

PS 244

0.gln
DEA+NA25 232
PS 256

15.glin
DEA+NA25 237

PS: saf portakal suyu

Calismamiza benzer bir sonucu Sanchez-Moreno vd. (2005) DEA (35 kVcm-
1/750 ps) uyguladiklari 6rnek ile kontrol arasinda DPPH radikalinde herhangi
bir farkilk meydana gelmedigini bildirmislerdir (197,79+5,26 mL/g ve
194,20+11,35 ml/g). Elez-Martinez vd. (2007) 15, 25 and 35 kV/cm
siddetinde 100, 400 and 1000 ps slrelerinde DEA uygulamislardir. DEA ile
muamele goérmeyen portakal suyu érneginde DPPH inhibisyonu %39,3'dur.
DEA uygulanan &rneklerin DPPH inhibisyonu %36,1-41,2 arasinda olmustur.
Istatistiksel olarak DEA uygulanan érnekler ile kontrol arasinda hicbir farklilik

olmamigtir.
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5. SONUG

Gidalarda meydana gelen bozulmalarin bircogu mikrobiyal kokenli olmaktadir.
Mikrobiyal kékenli bu bozulmalari dnlemek ve gidalarin besleyici 6zelliklerinin
uzun slire muhafaza edilebilmesi icin cogunlukla isil islemler gidanin gesidine
gore farkh slire ve sicakliklarda uygulanmistir. Fakat isil islemler mikrobiyal
aktiviteyi etkin bir gsekilde inaktive ederken gidanin kalite 6zelliklerinde
olumsuz degisikliklere neden olmaktadir. Bu yiizden 1sil islemlere alternatif
olarak son yillarda ylksek basin¢ teknolojisi, elektrik alan teknolojisi, UV
uygulamalar gibi sl olmayan islemler (zerinde gesitli calismalar
yapilmaktadir. Bu uygulamalarin yanisira gidalarda koruyucu olarak benzoat,
sorbat, nitrat, asetik asit, laktik asit, nisin gibi antimikrobiyal maddelerinde
kullanimi mevcuttur. Yaptigimiz calismada gida sanayinde yer almaya
baslayan elektrik alan uygulamasi ve kiflerden elde edilen dogal bir
antibiyotik madde olan natamisin ile kombinasyonunun gida sektdriindeki

uygulamalara katki saglamayi amaclamistir.

Portakal suyuna inokiile edilen S. cerevisiae Gizerine 1600 volt ve 2500 volt
DEA uygulamasi farkh slrelerde denenmistir. 1600 volt-5, 10 ve 15 dk
uygulamasinda maya inaktivasyonu sirasiyla 0,45, 0,6 ve 0,87 log olurken
2500 volt- 5, 10 ve 15 dk uygulamasinda 0,99, 1,87 ve 2,47 log olmustur. S.
cerevisiae Uzerinde en iyi etkiyi 2500 volt-15 dk uygulamasi gdéstermistir. Bu
veriler dogrultusunda elektrik alan siddeti ve siiresi arttikga mikrobiyal

inaktivasyonun arttigi tespit edilmistir.

Natamisinin S. cerevisiae inaktivasyonunu incelemek icin farkl konsantrasyon
ve slre uygulamalari denenmistir. 6,25, 12,5, 25 ve 50 ppm
konsantrasyonlarda natamisin uygulamalarinin mayanin baslangic inokulim
miktarinda anlk (2 saat sonunda) bir azalma saglamamistir. 48. saate kadar
natamisin konsantrasyonlarinin etkileri incelendiginde 6,25 ppm ve 12,5 ppm
natamisin miktarinin mayanin baslangictaki inokilim miktar Uzerinde

herhangi bir azalmaya neden olmazken 25 ppm ve 50 ppm natamisin
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ilavesinin 48 saat sonunda 0,28 log ve 1,08 log bir azalma gdstermistir. 72
saat sonunda 6,25 ppm natamisin ilaveli érnekteki maya miktarinin baslangic
maya miktarina gore arttig tespit edilmistir. 12 ppm natamisin ilavesi 72 saat
sonunda S. cerevisiae Uzerine cok dlsik dizeyde etki sagladigi tespit
edilmistir. Buna karsin 25 ppm ve 50 ppm natamisin ilavesinin maya Uzerinde
onemli dlizeyde bir azalma gerceklestirdigi gorilmistir. Bu sonuglar
degerlendirildiginde 6,25 ppm ve 12,5 ppm natamisinin mayanin sayisini sabit
tutarak cogalmasini engelledigi gorilirken daha yiksek konsantrasyonlarda
natamisin uygulamasinin S. cerevisiae Uzerinde dikkate deger bir azalma

sagladigi sdylenebilir.

DEA ve natamisin kombinasyonunda portakal suyunun mikrobiyolojik ve
kalite Ozellikleri degerlendirildi. Bu calisma icin maya (zerinde en yiiksek
inaktivasyonu saglayan 2500 volt-15dk DEA uygulamasi ile S. cerevisiae
Uzerinde 72 saat sonunda dikkate deger azalmayl saglayan en disiik
natamisin konsantrasyonu 25 ppm segildi. Inokiliim miktari 7,14 kob/ml olan
S. cerevisiae DEA+NA uygulamasindan sonra 0.glinde 2,52 log azalma tespit
edildi. Depolama sonunda ise toplamda 5,1 log azalma meydana gelmistir.
DEA ve natamisin uygulamalar tek baslarina degerlendirildiginde 15 giin
sonunda DEA uygulanan Ornekte maya sayisinda tekrardan bir artis tespit
edilirken ve natamisin uygulamasinda ise 3,2 log bir azalma meydana
gelmistir. Bu dederlere bakilarak DEA+NA kombinasyonunun tekli
uygulamalara gore cok daha etkili oldugu sonucuna varilmaktadir. DEA+NA
uygulamasinin pH, briks, antioksidan aktivite ve titrasyon asitliginde herhangi
bir farklilk meydana gelmemistir. Renk dederlerinde kiglik degisiklikler
meydana gelmistir. C vitamini degerlerinde kontrol ile DEA+NA uygulamasi
0.giinde karsilastirildiginda %6-7 oraninda azalma gorilirken 15.gin
karsilastirildiginda ise yaklasik %10 civarinda bir farklihk gorilmistir. 0.giin
ve 15.giinde HMF dederlerinde degisiklik olmamistir. DEA+NA uygulamasi
sonucu toplam fenolik madde iceriginde 0.giin ve 15.glinde kontrole goére

kicilk bir miktarda azalma oldugu gorilmistir.
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Calismamizin sonucunda DEA ve natamisin kombinasyonlarinin gidanin kalite
parametrelerini korudugu ve mikrobiyal gelisimi engelledigi gorilmistir. Gida
sanayisinde Ozellikle meyve suyu Uretim prosesinde buylk 6lgeklerde DEA
prosesi ile beraber Urlinde bozulma yapabilecek mikroorganizmalara karsi
uygun antimikrobiyal kullaniminin olumlu bir gostergesi olabilecegi kanaatine

variimistir.
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