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OZET
SUT TEKNOLOJISINDE SiYALIDAZ KULLANIMI

Mevcut bulus, bir siyalidaz enzimi kullanimi ile taze sit Orlnleri gibi eksi sit
preparatlarinin imalat yontemleri ile ilgilidir. Yéntem dokunun modifikasyonunu, bilinen
yontemlerden daha avantajli ve kolay bir sekilde sadlar. Buna ek olarak, yontem
preparatin dokusuna herhangi bir hasar vermeden veya olumsuz bir etki yaratmadan

eklenen eksi siit driinlerinin protein igerigi miktarinda bir azalmaya olanak saglar.
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iISTEMLER

Yogdurt veya icilebilir yodurdu hazirlamak i¢in bir yéntem olup, bir siyalidazin ve
bir asitlestirici maddenin bir protein i¢ceren bir siyalik aside eklenmesi,
asitlestirmenin gergeklesmesi ve istege bagl olarak Uretilen yogurt veya igilebilir

yogdurdun geri kazanilmasini icermektedir.

istem 1'e gbre bir ydntem olup, burada s6z konusu protein igeren siyalik asidin
en azindan bir kismi, muamele gérmis proteini elde etmek igin sdz konusu
siyalidaz ile &n-inkiibasyon prosesine tabi tutulmasini, istege badl olarak
muamele gérmug proteinin geri kazanmimini, aynca sdz konusu yodurt veya
icilebilir yodurdu hazirlamak igin kullanilan bir stit baglatici maddesine muamele

goérmus proteinin eklenmesini igerir.

istem 2'ye gdre bir ydntem olup, burada stz konusu siyalik asit iceren protein
bir sut drliniinde mevcuttur, s6z konusu yodurt veya icilebilir yodurdun
hazirlanmasi icin kullanilan istege bagh olarak muamele gérmuis sut Grinundn
geri kazanilmasi, muamele gdérmus st Orindnin kurutulmasi ve sz konusu
kurutulmus muamele goérmus sit baslatici maddesinin bir stt baslatic

maddesine eklenmesini igerir,

istem 1'e gdre bir ydntem olup, burada sdz konusu siyalik asit igeren protein siit

veya sulandinimig sut gibi bir sit Grintinde bulunur.

istem 4'e gore bir yontem olup, burada sdz konusu sit Urind, azaltilmig bir

protein ve/veya yag icerigine sahiptir.

istemler 1 ila 5ten herhangi birine gére bir ydontem olup, burada sz konusu
yogurt veya igilebilir yogurt, en az bir geligtiriimis dzellige sahip olan bir yogurt

veya igilebilir yogurttur.

istem 6'ya gére bir yéntem olup, burada séz konusu en az bir gelistirilmis
ozellik, bir gelistirimis yapi, bir gelistirimis doku, bir artan viskozite, bir

gelistiriimis agiz hissi ve bir azaltiimig sinerez arasindan segilir.
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istem 1 veya istemler 4 - 7'den herhangi birine gére bir yéntem olup, burada sdz
konusu siyalidaz ve s6z konusu asitlestirici madde, s6z konusu protein iceren
siyalik asite eszamanl olarak eklenir veya sz konusu siyalidaz asitlestirme

sirasinda ilave edilir.

Istem 1 veya istemler 4 - 7'den herhangi birine gére bir yéntem olup, burada sdz
konusu siyalidaz bir asitlestirme maddesi eklenmeden 6nce ve asitlestirme
gerceklesmeden dnce protein igceren bir siyalik asite eklenir ve birlikte inkiibe

edilir.

istemler 1 ila 9'dan herhangi birine gére bir yéntem olup, burada sdz konusu

yodurt sert yodut veya karigtiriimis yogurttur.

istemler 1 ila 10'dan herhangi birine gére bir ydntem olup, burada séz konusu

siyalidaz bir bakteriyel veya mantar siyalidazdir.

istem 11'e gobre bir yontem olup, burada stz konusu siyalidaz, bir mantar
siyalidaz, tercihen bir Peniciflium siyalidaz, daha tercihan bir Penicillium

chrysogenum siyalidazdir.

istemler 1 ila 12'den herhangi birine gdre bir yéntem olup, ayrica laktaz,
karboksipeptidaz, proteaz, aminopeptidaz, beta-galaktosidaz, esteraz,
transglutaminaz, lipaz, fosfolipaz, izomeraz, oksidaz veya peroksidaz gibi bir
baska enzimin eklenmesini veya galakto oligosakarit veya frukioz oligosakarit
gibi bir prebiyotigin eklenmesini veya laktik asit bakterileri veya bifidobakteriler
gibi bir probiyotik kaltirin eklenmesini veya ayrica bir aroma, teksturlestirici

veya stabilitérin eklenmesini igerir.

istemler 1 ila 13’ten herhangi birine gére koruma talep edilen bir ydnteme gdre

elde edilebilen bir yogurt veya icilebilir yogurttur.

15 Yodurt veya igilebilir yogurdu hazirlamak icin bir parca kiti kullanimi olup,

burada s6z konusu parg¢a kiti bir siyalidaz ve bir asitlestirme maddesi icerir.
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16.istem 15'e gdre kullanim olup, burada séz konusu parca kiti ayrica bir bagka
enzim, bir prebiyotik veya bir probiyotik veya bir aroma veya bir teksturlestirici

veya bir stabilizdr igerir.
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TARIFNAME
SUT TEKNOLOJISINDE SiYALIDAZ KULLANIMI

Bulug, siyalidazin kanstirilmig, sert veya igilebilir yodurtta kullamm ile ilgilidir.
Siyalidaz, érnegin bir sdt dronundn dokusunu iyilestirmek veya sinerezi azaltmak icin

kullanilabilir.

Bulusun Altyapisi

Geleneksel olarak, eksi sut preparatlari, uygun bir sicaklikta her bir Grine 8zgl bir
asitlestirme maddesi ile soth asitlestirmek suretiyle Gretilmektedir. Fermente sit
aruinleri, sitten veya sitten tlretilen bir hammaddeyi, laktik asit bakterileri gibi belirli
mikroorganizmalarla inkiibe etmek suretiyle elde edilir. Hammadde genellikle inedin
sUtldiir, ancak bufalo, at, deve, koyun veya kegi gibi di§er hayvanlarn siitil de krema
veya peynir alti suyu olarak kullanilabilir. Stt tam yagh sit olabilir, ancak kismen veya

tamamen yadsiz sit olabilir.

Sinirlayici olmayan bir érnek olarak, yodurt daha ayrintili olarak tarif edilmigtir.

Geleneksel olarak, yogurt baslatic kiltirler olarak Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus ve Streptococcus thermophilus ile sttln inokllasyonu ile Gretilir. Asitlestirme
yoluyla siitii korumak geleneksel bir yontemdir. Asitlestirmeden 6nce, siite gerekli ham
maddeler (lezzetlendiriciler, aroma maddeleri ve teksturlestiriciler gibi) eklenebilir ve sit
daha sonra pastérize edilir ve homojenlestirilir. Sat, her bir diriine 6zgl bir pH dederine
asitlestirilir. Perakende kabindaki fiziksel duruma goére U¢ temel yogurt tard bulunur:
Sert yodurt, kanstinlmis yogurt ve igilebilir yogurt. Sert yodurt, bir perakende kabina
koyulduktan sonra fermente edilir ve karnistinlmis yodurt, paketlenmeden 06nce
fermantasyon tankinda neredeyse tamamen fermente edilir, karigtirma ve pompalama
esnasinda yogurt jeli pargalanir. igilebilir yogurt, kanstirilan yogurdun bir varyanti olup,
burada jel pargalama adimi, bir sivinin Uretilmesi igin daha siddetlidir, igilebilir bir Griin
pektinlerin kullanimi ile kolloidal olarak daha da stabilize edilir. Cogu zaman, igilebilir
yodurt i¢in bir proses, lezzetlendiriciler, aromalar, hidrokolloidler, meyve suyu ve
benzeri iceren kanstinlmis yogurda ikinci bir sulu fazin kangtirnlmasini icerir. Her cesit

yodurl, su ayirma fenomenini (sinerez) gecirir.
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Geleneksel olarak sitteki kuru madde iceridi, eksi sit Grinlerinin dokusunu ayarlamak
amaciyla arttinhr veya azaltilir. Kuru madde iceridi, buharlagtirma veya sutten ultra-
veya nano-filtrasyon yoluyla veya tozlann kullanmimi ile suyun ¢ikanimasiyla arttinlabilir.
Hammaddenin protein igerigi, ornedin sdt, bitmis Grlnln dokusunu, eksi st
preparatinin dokusunun, protein igerigini arttirarak veya azaltarak, daha kivaml veya
daha akici bir hale modifiye edilmesine olanak saglamak igin eksi taze bir sit Grintin(
etkileyebili. Ham maddenin protein igerigi, drmedin sit, suyu buharlastirmayla veya
protein tozu ilavesiyle uzaklastirmak suretiyle arttirilabilir. Protein tozu, siit tozu, peynir
alti suyu proteini tozu veya kazein protein tozu gibi sltten kaynaklanabilir, ancak sttten
kaynaklanmayan proteinler de kullanilabilir. Bu ydntemleri kullanarak sOtdn
guclendirilmesi, dzellikle yogurt gibi eksi bir sit preparati yagi alinmig veya yagdan
arindirlimis sutten Uretildiginde yararhidir. Yag iceridi, nihai Urindn dokusu (Uzerinde
blaylk bir etkiye sahip oldugundan, herhangi bir katki yapilmadan Uretilen az yagh
yogurtlar suludur, Piyasa tercihi ¢ok yapilandinimis eksi st mamulleri Gzerinde
oldudundan, asitlestirme oncesi sutln takviye edilmesi avantajlidir. Bununla birlikte,
buharlasma veya protein tozu katkisi kullanimi, nihai eksi sit preparatinin maliyet
fiyatin1 arttinr.  Ayrica, fermantasyon oOncesinde siute toplam katilarin  yiksek
konsantrasyonlan ilave edildijinde, bakteri gelisimini inhibe eden kosullar ortaya

¢ikabilir, bu da uzun fermantasyon surelerine ve kot asit olusumuna neden clabilir.

Urliniin stabilitesi ve gelistiriimis kivamlastirma igin siklikla kullanilan dnlemlerden biri,
stabilizorler veya teksturlestiricilerin (kimyasal olarak modifiye edilmis nisasta, vyerli
nigasta. karragenon, guar sakizi, pektin, jelatin, vb.) ilave edilmesidir (Everett, DW, &
McLeod, RE (2005) Int. Dairy J. 15, 1175-1183). Bununla birlikte, bu yiyecek katki
maddeleri, yogurdun gergek tadini ve aromasini olumsuz sekilde etkileyebilir. Buna ek
olarak, bu hidrokolloidlerin kullanimi dogal olmayan bir gériintiye neden olur ve higbir
Ulkede buna izin veriimemektedir. Dolayisiyla, ikinci durumda, yodurt Oreticileri, nihai
drinlerin  kabul edilebilir bir dokusunu garanti etmek igin farkh teknolojilerden
faydalanmalidirlar. igilebilir yogurttaki protein agregalarinin yapisi gok agir hasar
gorduginden, homojen ve uniform bir Griin olusturmak igin protein floklarini kolloidal

olarak stabilize etmek igin genellikle pektinler gibi hidrokolloidler eklenir.

Ekzopolisakkaritleri (S. thermophilus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus veya her ikisi)
ureten suglar iceren yodurt baglatici kaltirlerinin kullanimi, yukarida belirtildigi gibi sit-

digi teksturlestiriciler igin umut verici bir alternatiftir. Yodurt bakterilerinden gelen
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eksopolisakkaritler, doku olusturan bilesenler olarak iglev gdrebilen, hlcre ici
sentezlenmis ve hicre digi salgilanan mikrobik polisakkaritlerdir. Yerinde, diger bir
deyigle ekopolizakar Ureten suglar igeren bir yogurt baslatici kultira ile agsilanmasi
yoluyla lretilen eksopolisakaritler, su tutma ve dolayisiyla viskoziteyi iyilestirmek ve
bdylece iyi bir nihai dokuyu garanti etmek igin sinerezden kaginma ve yogurt yendigi
zaman agizdaki hissi etkilemeden degistirme kapasitesine sahiptir. Bununla birlikte,
Streptococcus thermophilus gibi termofilik laktik asit bakterileri tarafindan sitteki
ekpolisilkarit Gretimi dlisUktir ve yogurt tretiminde geleneksel toplu proses teknolojileri
kullanilarak  gergeklegtirildijinde  stabil degildir. Ek olarak, asin miktarda
ekzopolisakkarit lreten laktik asit bakterileri genellikle asitlestirmede zayiftir. Bu

nedenle, endustriyel bir sirecte istenmeyen yodurt yapma sureci yavaslar.

Gecgmiste, eksi sut Urdnlerinin yapisini arttirmak igin enzim yardimh prosesler tarif
edilmigtir,. Sit preparatlannin, ozellikle eksi sit preparatlarinin imalatinda doku
degistiren bir transglutaminaz enziminin kullaniimasi bilinmektedir. Soguk eksi st
driinlerinde (yodurt, sert tip yogurt, viili, fermente sit gibi) ekstrakte preparatlarinda, bir
transglitaminaz enzimi kullanilmasi, dokuyu sertlestirecek, dokuyu daha ince olacak
sekilde degistirip sinerezi azaltacaktir. WO2007/060288 ve buradaki referanslar, bir siit
arindnadn asitlestiriimesi sirasinda transglitaminazin kullanimini tarif etmektedir. Eksi
st preparatlarinin Uretiminde transglutaminaz kullaniminin yiksek maliyeti blydk bir
dezavantajdir. Transglutaminazi Uretmek zor oldugundan, bu enzimin maliyeti

ylksektir.

Eksi slt preparatlarinin, 6zellikle disik yagh preparatlanin dokusunu degistirmek icin
yapilan tim calismalara ragmen, henuz eksi sut preparatlannin hazirlanmasinda pahali
yadsiz sit tozu ilavesinin yaygin kullanimini azaltabilecek tatmin edici bir yontem
gelistiriimemistir. Dahasi, kanstinlmis yogdurt, sert yogurt veya icilebilir yodurt gibi eksi
sut drOnleri gibi mevcut eksi sit Orlinlerinin dzelliklerini gelistirmek icin (diger bir
deyisle, pahali doku gelistirici katki maddelerinin ortak kullanimini azaltmadan) tatmin

edici bir ydontem geligtiriimemistir.

Bulusun Kisa Agiklamasi

Sasirtict bir sekilde, bir yodurt veya icilebilir yogurdun hazirlanmasi prosesinde bir

siyalidaz enziminin eklenmesinin, yogurt veya i¢ilebilir yodurt dokusuna herhangi bir
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hasar veya olumsuz etki yapmaksizin, protein igerifinde bir azalmaya veya kullanilan
stabilizatérler veya teksturestiricilerin (pekiin gibi) miktarinda bir azalmaya olanak
tanmidigi bulunmusgtur. Dolayisiyla, siyalidaz kullammi, nihai dokuyu etkilemeden ekstra
protein eklenmesini azaltabilir. Alternatif olarak, bir siyalidaz enzimi eklenerek sertlik
veya viskozite arttinlabilir veya sinerez azaltilabilir. Siyalidaz sute ilave edilebilir ve
istege bagh bir 1siyla muamele edilmeden &nce uygun bir sicaklikta inkilbe edilebilir.
Alternatif olarak, siyalidaz, fermentatif asitlestirme sirasinda, iste§e bagh olarak siitiin
Isiyla muamele edilmesinden sonra eklenebilir. Siyalidaz ayrica, yodurt veya igilebilir
yogurdun bir fraksiyonunu veya yogurt veya icilebilir yapiminda ilave edilen ek st

proteinin én muamelesi icin kullanilabilir.

Sekillerin aciklamasi

Sekil 1: Kanstinlmis yogurt icin 1 hafta sonraki Brookfield dlglimleri. Yodurt, siyalidazla

(noktalar) muamele edilmemis kontrol yodurduyla (lggenler) karsilastirildi.

Bulusun detayl agiklamasi

K-kazein sitteki kazein misellerinin bir parcasidir ve bilinen pozisyonlarda siyalik asit
kalintilan iceren bir glikoproteindir (Cases et al., J Food Sci (2003) 68, 2406-2410).
Glikozilasyon ve siyalik asit igerigindeki farkliliklardan dolayi k-kazein populasyonunda
bir mikro-heterojenlik oldugu bilinmektedir (Robitaille ef al., Food Res Int (1995) 28, 17-
21). Birgok ¢ahsma, Clostridium perfringens'den tiretilen siyalidazi kullanarak siyalik
asit kalintilarinin uzaklastinlmasinin etkisini tarif etmektedir. incelenen parametreler,
kazein miselin 1s1 ve kimozin bozunmasina karsi stabilitesidir. Gibbons et al. (Biochim
Biophys Acta (1962} 56, 354-356) saflagtinimis k-kazein solisyonlarimi kullandi ve
siyalik asit kalintilarinin uzaklastinlmasinin k-kazein Uzerindeki kimozinin eylemini
etkilemedigini gosterdi. Vreeman et al. (Biochem J (1986) 240, 87-97), kimozinin,
saflagtinimis k-kazein fraksiyonlarina glikosilasyonlu veya glikosilasyonsuz kinetik
davranisini karsilastirmiglar ve deglimosile edilmis k-kazeinin, kimozin igin daha iyi bir
substrat oldugunu bulmuslardir. Ayrica, Minkiewicz ef al. (Pol J Food Nutr Sci (1993),
243, 39-48) yapay clarak sulandiriimis bir kazein misel sistemini kullanarak, siyalik asit
kalintilarinin kazein misellerin 151 kararliligina katkida bulundugunu goéstermis ve bu
daha sonra Robitaille et al. (Food Res Int {1995) 28, 17-21) tarafindan onaylanmistir.
Robitaille ef al. (Food Res Int (1993) 26, 365-369), ayn bir ¢alismada, siyalik asit
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tortularinin k-kazeinden uzaklastinimasinin pihtilasma suresi Uzerinde énemli bir etkisi
olmadigim fakat kaymak sertliginin azaldigini gdésterdi. WO02074097, siyalidaz
(néraminidaz) varh@inda kappa-kazininin peynir Gretimine ydnelik sut pihtilagmasini
desteklemek i¢in kismi enzimatik deglikosilasyonunu tarif eder. Bununla birlikte, bu
yayinlardan higbiri, eksi sOt preparatlarinin dretimi igin  siyalidazin  kullanimini

agiklamamakta veya 6nermemektedir.

W02008/101893 sayili  patent basvurusunda filamentli  mantar  Penicillium
chrysogenum'dan yeni bir siyalidaz Uretilmesi ve gida uygulamalarinda kullaniimasi
aciklanmaktadir. Bununla birlikte, bu siyalidazin eksi st preparatlarinin dretimi igin

spesifik kullanimi agiklanmamaktadir.

Mevcut bulusg, bir siyalidaz enzimi kullanimi ile yodurt veya icilehilir yodurt imal etmek
icin bir yonteme iligskindir. Yontem dokunun modifikasyonunu, bilinen ydntemlerden
daha avantajh ve kolay bir sekilde saglar. Buna ek olarak, ydntem eklenen protein
igeriginde (anlamh) bir azalmaya veya yodurt veya igilebilir yogurdun dokusuna
herhangi bir hasar vermeden veya olumsuz bir etki yaratmadan eklenen stabilizatérler

veya tekstlrlestiricilerin miktarinda bir azalmaya olanak saglar.

Bu, imalatin, geleneksel bir protein seviyesindeki imalattan daha disik hammadde

maliyet seviyesine neden olur.

Teoriye bagl kalmaksizin, bir kazein miselinde, siyalik asitin miselin dig tarafinda
bulundugu ve kazein miselinin toplam yikiine katkida bulundudu digtnilmektedir.
Siyalidaz, siyalik asidi kazein miselinden cikarirken ayni zamanda misel yazeyinden
negatif yikd giderr ve kazein miselinin koloidal yapisini degistirir. Farkli bir yok ile, pH
degisimiyle indlklenen agregasyon prosesleri de dedisir ve sonug olarak, asitlestirme
tzerinde farkh bir agrega tird olusturulabilir. Bu, siyalidaz muamelesinden sonra daha
gUgll bir protein adi veya daha az protein iceren egit derecede gugli bir ag haline gelir.

Ve bu etki fermentatif veya kimyasal asitlestirme yolundan bagimsizdir.

Birinci uygulamada, bulus, bir siyalidazin ve bir asitlestirici maddenin bir protein i¢eren
bir siyalik aside eklenmesi, asitlestirmenin gergeklesmesi ve istege baglh olarak uretilen
yodurl veya icgilebilir yogurdun geri kazaniimasini igeren bir yogurt veya igilebilir

yodurdu hazirlamak igin bir ydntem sagdlamaktadir.
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“Asitlestirci madde” terimi, bir mikrobiyolojik baglatici veya bir kultdr, bir kimyasal
asitlestirme maddesi veya bunlann karigimlarini belirtir. Asitlegtirme, en azindan bir
ariine 9zgl kaltdr ile fermantasyon ve/veya organik veya inorganik asitler gibi kimyasal
asitlestirme maddeleri kullanilarak gergeklestirilebilir. Mikrobiyal baslatic) veya kiltdr bir
veya daha fazla farkh mikrobik tir igerebilir. Daha tercihen, mikrobiyal baslatici veya
kiiltdr, bir veya daha fazla bakteri tlirii, daha tercihen bir veya daha fazla laktik asit

bakteri tiiriinden olusur.

Eksi sit preparatlari, bakterilerin kullanimi ile drnegin Lactococcus lactis ssp. cremoris
ve spp. lactis, Lactococcus lactis ssp. laclis biovar. diacetylactis, Leuconostoc sp.,
Lactobacillus sp. émegin Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobaciflus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii velveya Lactobacillus
plantarum, Acetobacter orientalis, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium sp.
vel/veya Pediococcus tlrleri veya gesitli tdrlerin kombinasyonlarinin gibi laktik asit
bakterileri ile hazirlanabilir. Ornek olarak yogurt, tipik olarak, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus'u baslatici kiltirer olarak kullanarak
bunlarin st inokllasyonu ile hazirlanir. Bagka bir érnek olarak, twarog, tipik olarak,
Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. laclis, Lactococcus lactis ssp.
lactis biovar diacetylactis, Leuconostoc sp. veya Slreptococcus thermophilus
kullanarak hazirlanir. Uzman kisi, belirli bir Griinin bilgisine dayanarak, dodru tiir(leride
kiiltar{leri) secebilmektedir. Baslatici kiltiriindeki tirler tam olarak tanimlanamayabilir

ve mayalar veya filamentli mantarlar gibi mantarlar da igerebilir.

Uzman kigi, en uygun mikrobiyolojik baglaticiy1 veya kultari secebilmektedir.

Kimyasal asitlestirici madde bir asit, daha tercihen organik asit, érnegin sitrik, asetik,
formik, propionik veya laktik asit veya baska bir organik asit veya bunlarin
kombinasyonlari olabilir. Alternatif olarak, asitlestirme, glukono-delta-lakton kullanarak
gerceklestirilebilir. Siyalidaz enziminin eklenmesi ve baslatici maddesinin protein
kaynagindaki protein muhteviyatinin istege bagl bir sekilde ayarlanmasi (diger bir
deyigle protein iceren siyalik asit iceren, dmegin sinirlandirici olmamakla birlikte s(t
veya sulandinimis sit gibi madde; baslatici maddesi, yodurt veya icilebilir yogurdu
hazirlamak icin kullanilan maddedir}, asitlegtirme, karsilik gelen yodurt veya geleneksel

olarak Uretilen icilebilir yogurt Uriinleri ile ayni sekilde, her belirli durum vel/veya her biri
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kosullari ile gerceklesebilir. Baslatici maddesine (6rnegin sit veya sulandinlmig suat)
siyalidaz ile muamele, istege bagh bir 1sil prosesden énce gerceklesebilir. Siyalidaz ile
islenmis sdt, asitlestirmeden énce isitilabilir. Alternatif olarak, istede bagh bir 1sil
prosesden sonra siyalidaz eklenebilir. Siyalidaz daha sonra tercih edilen bir asitlestirici
madde kullanilarak asitlestirme sirasinda kullanilabilir. Tercih edilen bir uygulamada,
siyalidaz muamelesi asitlestirme Oncesi gerceklestirilir, diger bir deyisle, tercih edilen
bir uygulamada, bulus, bir siyalidazin ve bir asitlestirici maddenin bir siyalik asit igeren
proteine ilave edilmesini, asitlestirmenin gergeklesmesine olanak saglanmasini ve
istee badll olarak dretilen yogurt veya icilebilir yo§urdun geri kazaniimasini iceren
yogurt veya icilebilir yogurt hazirlamak i¢in bir ydntem temin eder; burada s6z konusu
siyalidazin s6z konusu asitlestirici madde eklenmeden énce ilave edilir ve bhurada séz
konusu siyalidaz ve protein igceren sdz konusu siyalik asit, serbest siyalik asit elde
etmek icin yeterli bir slire inkiibe edilir ve yeterli serbest siyalik asit elde edilmesinden

sonra s6z konusu asitlestirici madde eklenir.

Bir yogurt veya igilebilir yogurt imalatinda kullanilan protein kaynagi, bir siyalik asit
iceren protein olabilir. Bir "siyalik asit igeren protein™, genellikle bir hayvansal kkenili,
bir peptit zincirine bagll bir veya daha fazla siyalik asit grubu iceren bir proteindir.
Protein iceren bir siyalidazin diger kaynaklar, bitki, mantar, maya ve bakterilerdir.
Siyalik asitin peptid zincirine tutturulmasi dogrudan veya glikosil gruplan vasitasiyla
olabilir. Genellikle 'proteinleri iceren siyalik asit’ glikosile edilmis olup a2-3 bagh veya
a2-6 bagh terminal siyalik asitler igerir. 'Protein igceren siyalik asit', glisomakropeptit
(GMP) veya proteoz pepton gibi kiiglk bir peptid veya kappa-kazein gibi daha blytk
bir protein olabilir. Protein iceren siyalik asit, tipik olarak bir baglatici maddesinin, diger
bir deyisle bir siit veya sulandirimig sit gibi bir yodurt veya igilebilir yodurdun

hazirlanmasi igin bir temel olarak kullanilan maddenin bir pargasidir.

Tipik olarak, reaksiyon kosullari, dretilen yogurt veya igilebilir yogurdun spesifik tiiriine
dayanilarak segilir. Bu kosullar, asitlestirmenin ilerlemesine izin vermek igin segilir. Ayni
zamanda, kosullar, uygulanan siyalidazin, siyalik asit igeren protein (zerinde
reaksiyonunu gerceklestirmesine olanak sadlamak i¢in en azindan belli bir sire aktif
olmasi seklindedir. Yogurt gibi tipik bir eksi sut preparatinin asitlestiriimesi, baslatici

kultaran 42°C'de pastdrize site eklenmesi ve 4-5 saat inkibasyonu ile baglar. Bu sire
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zarfinda, preparatin pH'l 6.5-6.7'den 4.0-4.5'e dlsecekiir. Siyalidaz baglaticita veya

asitlestirme prosesi sirasinda ilave edilebilir.

Asitlestirme prosesi sirasinda yeterli zaman olmadiginda, dérnegdin asitlestirme prosesi
asit ilavesi ile gergeklestirildiginde, siyalidaz prosesi tercihen asitlestirme dncesinde
gergeklestirilir. Tipik olarak, siyalidaz muamelesi, 37 derece Celsius gihi yikseltiimig
sicaklikta minimum 1 saat veya 8 derece Celsius gibi distik bir sicaklikta daha uzun
surecektir. Belirgin bir sekilde, inkiibasyon siresi, siyalidaz dozajini arttirarak veya
azaltarak ayarlanabilir. Bu durum, siyalidazin 1sil prosesle inaktive edilmesi gereken
prosesler icin de gecerlidir. Genellikle yodurt icin sit fermantasyonu o6ncesinde
(6megin 5 dakika 90-95°C) uygulanan 1sil proses, enzimi inaktive etmek icin yeterlidir.
Yine baska bir tercih edilen uygulamada bulug, bir siyalidazin ve bir asitlestirici
maddenin bir siyalik asit iceren proteine ilave edilmesini, asitlestirmenin
gerceklesmesine ve isteje bagh olarak uretilen yodurt veya igilebilir yogurdun geri
kazanilmasini igeren bir yogurt veya igilebilir yodurt hazidama yontemi sunar ve
asagidaki adimlari igerir:
— siyalidaz ile uygun bir baslatici maddesinin {6rnegin siit veya sulandiriimis sat),
serbest siyalik asit elde etme amagh kosullar altinda inkibe edilmesi
— siyalidaz ile muamele gormis baslatici maddesinin bir 151 muamelesine tabi
tutulmasi {drnegin 90-95 derece Celsius'da 2-5 dakika)
— siyalidaz ve 1s1 ile muamele gérmig baslatici maddesine bir asitlegtirme
maddesi eklenmesi
— asitlestirmenin gerceklesmesine ve istege bagh olarak udretilen yogurt veya

icilebilir yogurdun geri kazanilmasina olanak sadlanmas.

Hazirlanan o&zel preparatlara bagh olarak bir geri kazanma adiminin eklenmesi
gerekebilir. Ornek olarak yogurt tretimi anlatiimaktadir. Perakende kabindaki fiziksel
duruma gdre lg temel yogurt tri bulunur: sert yodurt, kanistiriimis yogdurt ve igilebilir
yodurl. Sert yodurt icin, asillanmis st bir perakende kutusuna konduktan sonra
fermente edilir. Kanistinlmis yogurt, paketlenmeden dnce bir fermantasyon tankinda
neredeyse tamamen fermente edilir; karistirma ve pompalama esnasinda yogurt jeli
parcalanir. Kanstinlmis yogurt uretildiginde, (retilen yogurt nihai ambalajina
aktarniimahdir (diger bir deyisle, geri kazanilmasi gerekir). Sert yogurt Uretildiginde bu
tarl( bir geri kazanim gerekli olmayacaktir. Bagka bir deyigle, bir geri kazanim adiminin

gerekli olup olmadidi, Gretilen spesifik preparatin miktarina baghdir. Teknikte uzman
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kisi, bir geri kazanim adiminin dahil edilmesinin gerekip gerekmedigini belirleme

yetenegine sahiptir.

icilebilir yogurt icin, proses, kabaca karistiriimis yodurt prosesi ile ayni yolu izler. Ancak
fermantasyondan sonra yogurt jeli parcalanir ve yaplyl tamamen pargalayan biyOk
dlgude bir kesme prosesine tabi tutulur. Stabil bir Griin elde etmek igin, pektin gibi bir
baska sulu fazda ¢ozlilen bir stabilizator ilave edilebilir. Bu ayn sulu fazin nispi hacmi
onemli olabilir, hacim olarak ylizde 50'den fazla olabilir. Bu faz, (asitlestiriimis) sudan
olusabilir veya lezzetlendiriciler, meyve suyu, aromalar, lifler, diger hidrokolloidler ve
(modifiye) nigastalar ve benzeri gibi dider bilesenleri icerebilir. igilebilir yogurtlar,
fermente edilmeden dnce sulu bir faz (su, istege bagh olarak aroma ve diger istege
badl igerikler ile) ile seyreltilen sltten hazirlanabilir. Benzer bir gekilde asitlendiriimis
sutll icecekler hazirlanir; burada laktik asit bakterileri ile fermantasyon yerine, laktik

asit, sitrik asit veya baska bir gida sinifi asit gibi bir kimyasal asit ilavesiyle asitlestirme

yapilir.

Bulusun bir ydnline gdre, baslatici maddesinin bir fraksiyonuna, sivalidaz kullanarak
ayri ayr muamele edilebilir ve Urlne asitlestirmeden énce veya sonra (tercihen dnce)
ilave edilebilir. Bu fraksiyon son preparata eklenmeden once ilk olarak daha fazla
islenebilir. Ornegin, siyalidaz, secilecek bir asitlestirici madde kullanarak asitlestirme
sonrasl bir yodurt veya igilebilir yodurdu Uretmek (zere bir preparatin igerisine
eklenebilen siyalidazla muamele gérmis yagsiz sut tozunu Ureten siyalidazla muamele
gérmis vyagdsiz sutiin  kurutulmasindan énce yagsiz slle muamele etmek igin
kullanilabilir. Veya protein iceren bir (6nceden izole edilmig) siyalik asit siyalidaz ile
muamele gérmus bir proteini Gretmek Uzere prosesden gegirilir ve bu protein bir yogurt
veya igilebilir yogurdun hazirlanmasinda kullanilir. Bulug, dolayisiyla, ayni zamanda, bir
yodurt veya icilebilir yogurdun hazirlanmasi igin bir yontem olup, bir siyalidaz ve bir
asitlestirici maddenin bir protein igeren bir siyalik aside eklenmesi ve asitlestirmenin
gerceklestiriimesine olanak sadlanmasi ve isteje badgh olarak yodurt veya igilebilir
yogurdun geri kazaniimasini, ki burada sz konusu siyalik asit igeren proteininin en
azindan bir kismi s6z konusu siyalidaz ile dn-inklibasyon prosesine tabi tutulur; istege
badli olarak muamele gérmiis proteinin geri kazaniimasini ve ayrica muamele gérmus
proteinin sdz konusu yogurt veya icilebilir yogurdu hazirlamak i¢in kullanlan bir sut

basglatici maddesine eklenmesini icermektedir. Alternatif olarak, bulug, bir siyalik asit
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iceren proteinden bir yodurt veya icilebilir yogurdu hazirlamak i¢in asadidaki adimlari
iceren bir yontem sunmaktadir:
— muamele gdrmis proteini elde etmek i¢in protein iceren siyalik asitin en azindan
bir b&limunin bir siyalidaz ile inklbe edilmesi
— istege bagh olarak muamele gérmis proteinin geri kazaniimasi
—  bir yogurt veya icilebilir yogurt hazirlamak icin uygun bir baslatici maddesine
prosesden geciriimig protein eklenmesi
— asitlestirme maddesi eklenmesi
— asitlegtirmenin gergeklesmesine olanak saglanmasi ve istede bagh olarak
uretilen yodurt veya igilebilir yogurdun geri kazaniimasi. Tercihen, 6z konusu
baslatici maddesi, protein intiva eden siyalik asit igerir. istege bagh olarak, ilave

siyalidaz asitlestirme dncesi veya sirasinda ilave edilebilir.

Bulug, ayni zamanda, bir siyalidaz ve bir asitlestirici maddenin bir protein iceren bir
siyalik aside eklenmesi, asitlestirmesinin gerceklesmesine olanak saglamasi ve istege
bagl olarak uretilen yogurt veya igilebilir yogurdun geri kazanimasi; burada s6z
konusu siyalik asit igeren protein, istede bagh olarak st baslatici maddesinin iginde yer
alir, muamele gdérmus sit baslatic) maddesinin geri kazaniimas), muamele gérmis st
baslatici maddesinin kurutulmasi ve s6z konusu kurutulmus muamele gérmuis siit
baslatici maddesinin, s6z konusu yogurt veya icilebilir yogurdun hazirlanmasi igin
kullanilan bir {muamele edilmemig) sit baslatici maddesine eklenmesini igceren bir
yodurt veya icilebilir yogurt hazirlama yéntemi sunar. Alternatif olarak, bulug ayrica bir
siyalik asit iceren proteinden bir yogurt veya igilebilir yogurdu hazirlamak igin asagidaki
adimlar iceren bir yontem sunmaktadir:
— bir st baglatici maddesinin siyalidaz ile inkGbe ederek muamele gérmus bir st
baslatici maddesi elde edilmesi
— istege bagl olarak muamele gérmiis sit baslatici maddesinin geri kazanilmasi
— istegde bagh olarak muamele gérmis sit baglatici maddesinin kurutulmasi
— 80z konusu (istege badl olarak kurutulmusg) muamele gérmis sut baslatic
maddesinin bir (muamele edilmemig) siit baglatici maddesine eklenmesi
— asitlestirici madde eklenmesi
— asitlestirmenin gerceklesmesine ve istede badh olarak Uretilen yogurt veya
icilebilir yogurdun geri kazanilmasina olanak saglanmasi. Tercihen, séz konusu

baslatici maddesi, protein igeren siyalik asit icerir. istege bagh olarak, ilave



10

15

20

25

30

11

siyalidaz, asitlestirme &ncesi veya sirasinda ilave edilebilir. Tercihen siit

baslatici maddesi, sit veya sulandiriimig suttar.

Bulusa gbre olan bir ydntemde, hammadde sitl bu sekilde veya énceden iglenmis
ve/veya istenen sekilde fraksiyonlara ayrilan ham madde seklinde genellikle protein
kaynagini olusturmaktadir. Bu baglamda, genel olarak bir baglatici maddesi ve spesifik
olarak bir hammadde siiti, 6rnedin bir hayvandan elde edilen siitin, érnedin bir inek,
manda, koyun veya kegi, bu sekilde veya ¢esitli sekillerde islenmis hali anlamina gelir.
Sat érnegin yagsiz sut, diusuk yagl, laktoz icermeyen veya diguk laktozlu sit haline
gelmek Gzere yag veya laktozu ¢ikarilarak islenebilir. Bu baglamda hammadde siti,
ornegin, yogurt, viili ve fermente st dretimi icin kullanilan 6n islenmis veya islenmemig

sUtleri de ifade eder.

Bir yodurt veya icilebilir yogurdun hazirlanmasi i¢in kullanilan sitin bir én islenmig sit
fraksiyonundan elde edilmesi de mimkindir. Omegin, sit; siyalidaz ile muamele
edilmeden 6nce yagsiz sut tozunun bir sivida ¢oziilmesi (diger bir deyisle sulandirilimis
sut elde edilmesi) ve tercih edilen bir asitlestirme maddesi ile asitlestirme yoluyla elde
edilebilir. Baska bir deyisle, baslatici maddesi tercihen st érnedin, yagsiz sit, tam
yadll sut, krema veya bunlarin herhangi bir kombinasyonundan olusur. Baska
uygulamalarda st baslaticc maddesi, tamamen veya kismen Kkuru sit
fraksiyonlarindan, drmegdin tam yagh slt tozu, yagsiz sit tozu, kazein, kazeinat, toplam
siit proteini veya ayran tozu veya bunlarin herhangi bir kombinasyonu ile hazirlanir.
Baska bir deyisle, baslatici maddesi, yagsiz sit, tam yagh sit, krema veya bunlarn
herhangi bir kombinasyonundan veya tamamen veya kismen kurutulmus sit
fraksiyonlanndan drnegin; tam yagh sit tozu, yagsiz sit tozu, kazein, kazeinat, toplam

sut proteini veya ayran tozu veya bunlann herhangi bir kombinasyonundan segcilebilir.

Bulus, bu nedenle, bir sivalidazin ve asitlestirici maddenin, protein igeren bir siyalik asit
ilavesiyle asitlestirmenin gergeklesmesine ve istege bagh olarak Uretilen yogurt veya
icilebilir yogurdun geri kazanilmasina dayanan bir yogurt veya igilebilir yoJurt hazirlama
yontemi sunar; burada séz konusu protein igeren siyalik asit, st veya sulandinimig sut
gibi bir stt baslatici maddesinde bulunur. Tercihen, sz konusu st baslatici maddesi

dusuk yagh, yagsiz, dusuk proteinli veya proteinsiz suttar.
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Sat, drnedin kromatografik ayirma ve/veya mikro, nano veya ultra-filtreleme yoluyla,
farkh miktarlarda farkli bilesen iceren fraksiyonlara bolunebilir ve bu fraksiyonlar,

sirayla, sut veya farkh kangimlar gseklinde protein icerigini ayarlamak igin kullanilabilir.

Yukanda tarif edildigi gibi sasirtici bir sekilde, siyalidaz enziminin bir yogdurt veya
icilebilir yogurt yapma prosesi i¢ine eklenmesinin, yogurt veya igilebilir yogurdun protein
iceriginde preparatin dokusu (izerinde herhangi bir hasar veya olumsuz etki
yapmaksizin bir azalmaya veya stabilizatorlerin ve/veya teksturlestiricilerin miktarinda
bir azalmaya olanak tanidigi bulunmustur. Bu nedenle, siyalidaz kullanimi, eksi bir sit
preparatina, yodurt veva igilebilir yogurdun nihai dokusunu etkilemeden ilave protein
eklenmesini azaltabilir.

Bu, drnegin az yadll veya yagdsiz yodurt, dider bir deyisle yad alinmis veya yagdan
arindinlmis sitten Gretilen bir yodurt Uretiminde gok yararhdir. Yag icerigi, nihai Grintn
dokusu lzerinde blyik bir etkiye sahip oldugundan, hig katkl yapimadan Uretilen az
yagl veya yag igermeyen yogurilar incedir. Piyasa tercihi gok yapilandiriimis eksi siit
mamulleri Gzerinde oldugundan, sOtin asitlestirmeden &nce takviye edilmesi
avantajlidir. Bu tdrld takviye, tipik olarak, hidrokolloidler gibi protein veya
tekstlrlestiricilerin eklenmesiyle elde edilir. Siyalidaz eklenmesinden dolayi, eklenen
protein veya tekstirlestirici miktan (6rnegdin pektin, nisasta veya jelatin miktan), nihai

urindn 6zelliklerini olumsuz bir sekilde etkilemeksizin azaltilabilir.

Tercihen, sdz konusu azaltma en az %10, %20 veya %30'dur. Daha fazla tercih edilen,
protein veya tekstUrlestirici veya stabilizdr ekleme/miktarinda en az %40, 50 veya 60

oraninda bir azalma olmasidir.

Stabilizatorler vel/veya teksturlestiriciler agisindan asagidaki ornek saglanmaktadir.
Asitlestirilmis sit Uriinleri ve igilebilir yogurtlar tipik olarak protein floklarini stabilize
etmek ve sinerezi dnlemek igin pektin kullanarak hazirdanir. Bir asitlendirilmis siitl(
icecek, drnedin sulandiriimis slite veya ham (istege bagli olarak suyla seyreltilmis) siite
bir pektin+seker ¢ozeltisi eklenerek hazirlanir. Elde edilen madde karistirilir. Asit
velveya meyve suyu ilave ederek pH 3.8-4 2'ye getirilir. Elde edilen karisim homojenize
edilir, 5 ila 15 saniye boyunca 90°C'ye isitilir, ortam sicakhgina sogutulur ve aseptik

olarak doldurulur. Prosese hir siyalidaz eklenmesi (drnegin, sulandinimig sut veya ham
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(istee bagh olarak suyla seyreltiimig) sit) eklenen pektin miktarinda bir azalmaya

olanak saglar.

Bulus, dolayisiyla, bir siyalidazin ve asitlestirici maddenin, protein iceren bir siyalik asit
ilavesiyle asitlestirmenin gerceklesmesine ve istede bagh olarak Uretilen yogurt veya
icilebilir yogurdun geri kazanilmasina dayanan bir yogurt veya igilebilir yogurt hazirlama
yontemi sunar; burada sdz konusu protein igeren siyalik asit, sit veya sulandirnimis sit
gibi bir siit baslatici maddesinde bulunur; burada sz konusu st baslatici maddenin,
protein ve/veya yag icerigi azaltilmistir. Alternatif olarak, bulug, bir yogurt veya icilebilir
yodurt hazirlamak icin bir siyalidaz ve bir asitlestirme maddesinin protein iceren bir
siyalik asit icerisine eklenmesini, asitlendirmenin gerceklesmesini ve istege bagh olarak
dretilen yogurt veya igilebilir yodurdun geri kazaniimasini igeren bir yontem sadlar;
buradaki sdz konusu protein igeren siyalik asit, azaltilmis protein sutd, dastk yagh sdt,
yagsiz sit, disuk proteinli sulandinimis siit, disik yagh sulandimlmis sit veya yagsiz
sulandinimis sit gibi azaltlmis bir protein igerigi ve/veya yag igerigine sahip olan bir

siit baslatici maddesinde bulunur.

'Azaltilmis protein'e sahip bir yodurt veya icilebilir yodurt, geleneksel yogurt veya
icilebilir yodurda kiyasla, uretim slrecinde daha az ek proteinin ilave edildigi eksi sit
preparatlarini da kapsayabilir. Bu uygulamada protein igeren siyalik asitin siyalidaz ile
muamelesi, azalmis proteine sahip yodurt veya igilebilir yodurdun vyapisini
gelistirecektir, sdyle ki nihai yogurt veya igilebilir yogurdun kabul edilebilir bir yapiya

ulagmasi igin hig protein veya azaltiimig ek protein gerekli degildir.

Bir yogurt tlrd dranun protein icerigi agirhk olarak %0.5 kadar duglik olabilir. Daha
tercihen, protein icerigi agirhk olarak %2 ila 3 arahigindadir. Protein icerigi icin gercgek
bir Ust sinir yoktur, ancak uygulamada %10'luk bir protein igeridi nadiren asilacaktir.
Tercih edilen bir uygulamada, protein icerigi adirlk olarak %0,5 ila 10 arasinda

olacaktir.

Bulusun bir baska uygulamasinda, yontem, bundan baska, bu amaca uygun sivi
ilavesiyle protein kaynaginin protein icerigini azaltmak icin bir adimi icermektedir. Bu
durumda, yontem asagidaki adimlan icerir: sut stzintisa, peynir alti suyu, laktoz
fraksiyonu, bunlarn bir konsantresi veya sut suzdntisi, peynir alti suyu, laktoz

fraksiyonu vefveya bunlarin bir konsantresini iceren bir kangim gibi protein igeridini
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azaltmak i¢in misait bir sivinin bir protein kaynagina ilavesi, siyalidaz enziminin ve bir
asitlestirme maddesinin protein kaynagina ilavesi, elde edilen drinun asitlestiriimesi ve
elde edilen urinin geri kazandirlmasina yoéneliktir. Buluga gbére bir yontemin bir
avantajl, yukanda tarif edilen, bilinen yéntemlerin kullanimindan daha dusik (ilave)

protein igerigine sahip sttln kullanimasini sadlar.

Yine baska bir uygulamada bulus, bir siyalidaz ve bir asitlestirme maddesinin bir
protein igeren bir siyalidaz ve asillestirici bir madde ilave edilerek asitlestirmenin
gerceklesmesi ve isteje bagll olarak uretilen yogurt veya igilebilir yogurdun geri
kazanilmasini iceren bir yodurt veya icilebilir yodurt hazirlama ydntemi sunar; séz
konusu yogurt veya icilebilir yogurt, en azindan bir geligtiriimis 6zellige sahip bir yogurt
veya icilebilir yodurttur. Tercihen, s&z konusu en az bir gelistiriimis o6zellik, bir
gelistiriimis yapi, bir gelistirilimis doku, bir artan viskozite, bir gelistirilmis agiz hissi ve

bir azaltlmis sinerez arasindan segilir.

"Gelistirilmis yap1" ve "geligtirimis doku" terimleri, bir Gr(nin gorinisinin ve
dokusunun artmis kalitesini ifade eder. Mevcut bulusa gore “gelistiriimis yap!” ve
“geligtirilmis doku” genel olarak nihai yogurt veya icilebilir yogurdunun artan bir

viskozitesi ile ilgilidir.

"Artan viskozite" terimi, bir maddenin akmaya karsi artmis bir direncini ifade eder.
Mevcut bulus ile ilgili olarak, viskozite, bir Brookfield cihazinin veya bir reometrenin
kullaniimasi da dahil oclmak tGzere bu uygulamanin drneklerinde tarif edilen yontemler
veya teknikte bilinen viskoziteyi dlgmek icin herhangi bir bagka geleneksel ydntem,

ornegin bir posthumus hunisi veya bir Bostwick Kivamalger ile dl¢alur.

"Agiz hissi" terimi, bir maddenin adizda algillandi§) sekildeki dokusuna veya yapisina
karsilik gelir. Agiz hissi, egitimli bir duyu paneli veya egitimsiz kigilerden olusan (genis)

bir set kullanilarak belirlenehilir.

"Sinerez" terimi, bir jelin siviyl tuttugu veya sizdirdigi slrece dedinmektedir. Sinerez,
eksi sOt karisiminin  toplam miktarina kiyasla sizan sivi miktanini  digerek
nicelendirilebilir. Eksi sut preparatlarinda sinerezin élcilmesine yonelik diger yontemler
teknikte tarif edilmigtir (Amatayakul et al. (2008) Int. J. Dairy Technol. 59, 216-221).
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Belirli bir 6zellidin gelistiriimis olup olmadi§i, bulusa gbre olan bir yéntemle elde edilen
bir yogurt veya icilebilir yogurdun 6zel bir 6zellidinin, siyalidaz muamelesi yapilmamig
ve diger tarla aymi ¢ekilde hazirlanacak olan bir yogurt veya igilebilir yoGurdun ayni

ozellikligi ile karsilagtiriimasi ile belirlenir.

Bu bulug, bodylece, bir siyalidaz ve bir asitlestirme maddesinin bir protein igeren bir
siyalik asit ve asitlesgtirme maddesine eklenmesini igeren yogurt veya igilebilir yogurdun
hazirlama yontemi sunar, asitlestirmenin gerceklesmesi ve istege badl olarak uretilen
yogurt veya icilebilir yogurdun geri kazaniimasi sadlanir, burada s6z konusu olan, diger
sekilde hazirlanan ile karsilastinlabilir siyalidaz oclmayan ile karsilastinldiginda en az bir

gelismis ozellige sahiptir.

Tarif edildigi gibi, siyalidazin yodurt veya igilebilir yogurdun hazirlanmasinda
kullaniimas) sinerezin azalmasina yol acacaktir. Dolayisiyla, alternatif bir uygulamada,
bu bulus, bir yodurt ve icilebilir bir yodurt igindeki sinerezi dlsirmek igin bir ydntem ve
diger tarlii s6z konusu yogurt ve igilebilir yogurdun bilinen herhangi bir ydnteme gore
uretilmesini saglar. Yogurt durumunda bu tarli bir yontem asitlestirmeyi ve istege bagli

olarak eksi st Grinindn geri kazanilmasini icerir.

Sivalidazin ve asitlestirici maddenin bir siit baslatici maddeye eklenme sirasina gére,
bunlarin ayni veya iki farkh giris vasitasiyla ayni anda (eszamanli olarak) ilave
edilebilecegi belirtiimektedir. Ayrica, ilk olarak siyalidazin eklenmesi ve istege bagli
olarak, peynir alti suyu proteini denatiire eden, sitl pastérize eden ve siyalidazi
inaktive eden bir 181 adimindan sonra, belirli bir zaman sonrasinda asitlestirici
maddenin ilave ediligi bir proses gergeklestirmesine olanak saglanmasi mumkundar.

Ayrica siyalidaz asitlestirme sirasinda ilave etmek de mumkiinddr.

Dolayisiyla bu bulus bir yogurt veya icilebilir yodurt hazirlamak icin bir siyalidaz ve bir
asitlestirme maddesinin  protein iceren bir siyalik asit icerisine eklenmesini,
asitlendirmenin gerceklesmesini ve istege bagh olarak Uretilen yodurt veya igilebilir
yogurdun geri kazanilmasini igeren bir yontem saglar; burada sz konusu siyalidaz ve
s6z konusu asitlestirme maddesi eszamanli olarak eklenir veya burada s6z konusu
siyalidaz asitlestirme sirasinda ilave edilir. Tercihen, siyalidaz asitlestirme dncesi de

eklenebilir.
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Yine baska bir tercih edilen uygulamada, yukarnda tarif edilen ydntemlerin herhangi

birine gore uretilen eksi sut preparati, yogurt veya icilebilir yogurttur.

Yodurt ya sert veya karigtinlmig yogurt olabilir.

Alternatif olarak daha fazla tercih edilen bir uygulamada, yukarnda tarif edilen

yontemlerin herhangi birine gore liretilen eksi siit preparati igilebilir yogurdudur.

Siyalidaz ile ilgili olarak asagidaki bilgiler saglanmaktadir.

Siyalidazlar (néraminidaziar, EC 3.2.1.18), glikoproteinler, glikolipidler, gangliosidler,
polisakaritler ve sentetik molekillerdeki teminal, indirgeyici olmayan, siyalik asit
baglantisini hidroliz eder. Siyalidazlar, ddterostomat soyundan (Echinodermata'dan
Memeli'ye kadar) olan hayvanlarda ve ayrnca ¢ogunlukla hayvan komensalleri veya
patojenler olarak bulunan gesitli mikroorganizmalarda gorilir. Siyalidazlar ve bunlarnin
siyalil substratlan bitkilerde ve dier metazonlarin ¢ogunda yoktur. Bakteriler arasinda
bile, siyalidaz dizensiz olarak bulunur, dolayisiyla ilikili tirler veya bir tirin suslar bu

Ozellikte farkhhk gésterir. Siyalidazlar virislerde ve protozoada da bulunmustur.

Sivalidaz aktivitesi gesitli insan hicrelerinde, dokularda ve viicut sivilarinda tespit
edilmigtir. Genel olarak, memeli siyalidazlar stabil degildir ve membrana bagl
enzimlerde zardan ayrildiginda daha kararsizlasirlar. Siyalidaz aktivitesi, hiicrelerin
sitozol, lizozomlarn ve plazma membranlarinda bulunur. Plazma membran siyalidazlar
genellikle 'gangliosid siyalidaz' olarak adlandinlir ve enzim spesifikli§i blylk oranda
membran gangliosidleri ile simrlandinlmigtir.  Sitozolik ve lizozomal siyalidazlar,
glikoproteinleri ve oligosakaritleri hidrolize eder. insan siyalidazlan, katepsin A ve B-
galaktosidaz da dahil olmak Gzere birgok baska protein ile ylUksek molekller kitle
kompleksinde olusur. Cok proteinli komplekslesme, in vitro butunlik ve siyalidazin

katalitik aktivitesi igin Snemlidir.

Siyalidaz ayrnica Clostridium, Vibrio, Corynebacterium, Bacteroides, Streptococcus,
Pasteurella, Salmonella, Arthrobacter, Actinomyces ve Sireptomyces tiirleri de dabhil
olmak uzere cesitli bakteriyel suslarda bulunur. Mikrobiyal siyalidazlar ekstraselluler
¢evreye, membrana badli, periplazmik veya sitoplazmik olarak salgilanabilirer, burada

bunlar, eksprese eden tiire ve bunlarin ¢esitli islevierine baglidir.
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Bakteriyel siyalidazlar 5-7 arasinda optimum pH ile cesitli substrat spesifikligi
gostermektedir. Substrat baglanti dzellidi, bakteri siyalidazlan arasinda da farklidir.
Genel olarak, baz istisnalar disinda, a2-6 izomerinin (zerinde a2-3 baglantili terminal

siyalik asitlerin bir klevaji tercih edilmektedir.

Bakteriyel siyalidazlar, molekiler blyilklige ve Ca?* ihtivacina bagll olarak iki
familyada siniflandinlabilir. 42 kDa civarinda molekiler agiriga sahip siyalidazlar
"klglk" bir siyalidaz familyasina aittir. Clostridium perfringens, C. sordelli, Salmoneila
typhimurium ve Micromonospera viridifaciens enzimlerini igerirler ve aktivite igin
katyona gerek duymazlar. Bu enzimler arasinda anlamh dizi homolojisi gdzlenmigtir ve
benzer bir Gclncul yapiya sahiptirler. Daha vyilksek bir molekil agirigina sahip
siyalidazlar, érmegin Vibrio cholerae gibi "genig" bir siyalidaz ailesine aitlir ve tam
aktivite icin Ca?* gerektirirler. Dizi analizi, viral ve "kiiclk" bakteriyel siyalidaz ile az bir

homoloji ortaya koymaktadir.

Fekal ve oral izolatlarda birgok siyalidaz CGreten patojenik olmayan suslar
tanimlanmistir. insan kalin bagirsaklarinda bu bakteri enterik bakterilere aittir ve
anaeroblar, érmegin E.coli, Enterococcus faecalis ve normal mukozanin ylzeyindeki
mukusta  bulunan  glikoproteinleri tamamen  bozabilen Ruminococcus ve
Bifidobacterium sp igeren bir grup misin oligosakkarit degradasyon bakterileri igerir.
Musin indirgeyici grup igindeki siyalidaz Uretimi yapicidir ve sialo-glikoproteinler ve

gangliosidler Uzerinde etki yapar.

Siyalidazlan iceren mikroorganizmalar, genellikle, konak¢ilar olarak yuksek
hayvanlarla, drnedin parazitlerle temas halinde yasar. Burada, konakg¢i siyalik asitlerin
supdrilecedi bir karbon kaynadl olarak kullamiimasini sadlayan bir beslenme
fonksiyonuna sahip olabilirler. Bazi mikrobik patojenler igin, siyalidazlarin virllans
faktdrleri olarak iglev gordigl dusiiniimektedir. Bununla birlikte patojenezde faktorler
olarak siyalidazlarin rold tartismalidir. Bir yandan, Clostridium perfringens gibi patojenik
mikrobiyal tiriin etkisini dogrulamaktadirlar. Ote yandan, bu enzimler, yiiksek
hayvanlar da dahil olmak U(zere birgcok patojenik olmayan tirin karbonhidrat
katabolizmasinda yaygin olan faktdrlerdir. Bununla birlikte, dogrudan toksik etki
gostermezler (Traving et al., Celi Mol Life Sci (1998) 54, 1330-1349). Bunun yerine,

zararll etkileri fizyolojik olmayan kosullar altinda konak siyalik asitler tarafindan



10

15

20

25

30

18

induksiyon Ozerine difer toksik faktdrlerle birlikte konakgiya salinan biyik miktarda

enzime baghdir.

Memeli, bakteriyel ve viral siyalidazlarin aksine fungal siyalidazlar daha az ¢alisiimigtir.
Bununla birlikte, son zamanlarda ipliksi mantar Penicilium chrysogenuni'dan salgilanan
bir siyalidaz gida sinifi mantar Aspergifius niger'de asiri miktarda eksprese edilmisgtir ve

gida uygulamalarinda kullaniimaya uygundur (WQ08101893).

Tercihen, buluga gdre bir yontem, bir bakteri veya mantar siyalidazi kullanir.

Tercih edilen bir uygulamada, bulusg, bir yogurt veya icilebilir yogurt hazirlamak i¢in bir
siyalidaz ve bir asitlestirme maddesinin protein igceren bir siyalik asit igerisine
eklenmesini, asitlendirmenin gergeklesmesini ve istede bagh olarak Uretilen yogurt
veya igilebilir yogurdun geri kazaniimasini igeren bir yontem saglar; burada stz konusu
siyalidaz, bir mantar siyalidaz, daha tercihen bir Penicilium siyalidaz ve daha tercih
edilen sekilde bir Penicilium chrysogenum siyalidazdir. Orneklerdeki yogurt veya
icilebilir yogurt, gida sinifi mantar Aspergiflus niger iginde asin eksprese edilen
Penicilium chrysogenum'dan bir siyalidaz ile hazirlanir (WQ08101893). S0z konusu
Penicilium chrysogenum siyalidaz bagka bir (mikro) organizmada esit derecede
Uretilebilir. Yine baska bir tercih edilen uygulamada, bulus, bir yogurt veya igilebilir
yogurt hazirlamak icin bir siyvalidaz ve bir asitlestirme maddesinin protein igeren bir
siyalik asit icerisine eklenmesini, asitlendirmenin gergeklesmesini ve istege bagl olarak
uretilen yodurt veya icilebilir yogurdun geri kazanilmasini igeren bir yontem saglar,
burada s6z konusu siyalidaz tercihen bir fungal siyalidazdir ve pH 5.5 ile pH 7.5
arasinda optimum bir pH degerine sahiptir. Boyle bir siyalidazin bir 6megi
wQ008101893'te tarif edildigi gibi Penicilium chrysogenum siyalidazdir ve burada

siyalidaz deney bélumunde kullaniimaktadir.

Bulusta kullanilan siyalidaz tercihen hir fermantasyon tarafindan (iretilen enzim olabilir.
Fermantasyon tarafindan dretilen siyalidaz, bakteri, maya veya mantardan elde
edilebilir. Tercihen fermantasyon tarafindan lretilen siyalidaz, filamentli bir mantardan
elde edilir. Daha c¢ok tercihen, fermantasyon tarafindan dretilen siyalidaz, filamentli

mantar Aspergillus niger'de Uretilen mantar Penicillium chrysogenum'dan gelmektedir.
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Bir yogurt veya icilebilir yogurdun dretimi icin kullanilan siyalidaz miktari; uygulama,
substrat konsantrasyonu, inkibasyon suresi, inkubasyon sicakhdi, inkibasyon pH' ve
bir dretim prosesinde dalgalanabilen diger parametrelere gére ayarlanabilir. Tipik
olarak, bir yogurt veya icilebilir yogurdun tretimi icin kullanilan siyalidaz miktari 1 mg/I

ile 1 g/l arasindadr.

Burada agiklanan yodntemlerin herhangi birine gére bir yogurt veya icilebilir yogurdun
imalati sirasinda ilave bir igerik eklenebilir. Boyle bir ilave igerik siyalidaz ile muamele
edilmeden &nce veya sonra eksi sUt preparatina ilave edilebilen ve tercih edilen bir
asitlestirici madde kullanilarak asitlestirme éncesinde veya sonrasinda ilave edilebilen

bir meyve preparati, tat, protein, yag, probiyotik bakteri, prebiyotik ve sekerleri igerir.

Bulusun ydntemi, aromall ve aromall olmayan yagh ve yadsiz ve homojenlestiriimis ve
homojenize edilmemis taze Urinler imal etmek igin uygundur, Ayrica laktoz icermeyen
ve disiik laktoz Uriinlerin Uretimi igin de uygundur. Bu adimlara ilaveten, bulusa ait
ybntem, tercihen, regel ve/veya seker ilavesi ve/veya Isil proses (pastdrizasyon
sonrasl) gibi nihai Granin gerceklestiriimesi igin gereken dider imalat adimlarini da

icermektedir.

Yine baska bir tercih edilen uygulamada, bulus, bir yodurt veya icilebilir yogurt
hazirlamak igin bir siyalidaz ve bir asitlestirme maddesinin protein igeren bir siyalik asit
igerisine eklenmesini, asitlendirmenin gergeklesmesini ve istege badl olarak Uretilen
yogurt veya igilebilir yogurdun geri kazaniimasini igeren bir yontem saglar, burada
ybntem ayrica laktaz, karboksipeptidaz, proteaz, aminopeptidaz, beta-galaktosidaz,
esteraz, transglutaminaz, lipaz, fosfolipaz, izomeraz, oksidaz veya percksidaz gibi bir
baska enzimin eklenmesini veya ayrica galakto oligosakarit veya fruktoz oligosakarit
gibi bir prebiyotidin eklenmesini veya ayrica laktik asit bakterileri veya bifidobakteriler
gibi bir probiyotik klltiriin eklenmesini veya ayrica bir aroma, tekstlrlestirici veya
stabilitoriin  eklenmesini igerir. Aromalarin drnekleri meyve, vanilya veya sekerdir.
Stabilizatorlere ornek olarak nisasta, karaginan, zamklar, pekiin, jelatin veya
hidrolkoloidler verilebilir. Stabilizatorler ayrica tekstiirlestirme  6zellikleri igin  de
kullanilabilir. Ek olarak, peynir alti suyu protein konsantresi veya kazein gibi siitten
taretilmis tekstiurlestirici maddeler de kullanilabilir. Teksturlestirme i¢in mikro pargacikli

protein de kullanilabilir.
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Tercih edilen bir ydni itibariyla, bulug, bir yodurt veya icilebilir yogurt hazirlamak icin bir
siyalidaz ve bir asitlestirme maddesinin protein iceren bir siyalik asit igerisine
eklenmesini, asitflendirmenin gergeklesmesini ve istege bagh olarak uretilen yogurt
veya igilebilir yodurdun geri kazanilmasini iceren, ayrica laktaz eklenmesini igeren bir
yontem saglar. Tercih edilen bir laktaz, K Jlactis laktazidir (6rmegin, DSM'den

Maxilact®).

Farkh bir uygulamada, bulus, burada tarif edilen bir yonteme gére elde edilebilen bir
yogdurt veya icilebilir yogurdu saglamaktadir. Tercihen, bu tdr driinlerden herhangi biri
dasik yadlidir veya yad icermez. Daha da fazla tercih edilen, bu tdr Grlnlerden
herhangi biri disik laktoza sahiptir veya laktoz icermez. Bu dzelliklerin tercih edilen
kombinasyonlari: disik yad ve dlsik laktoza sahip veya disik yada sahip ve

laktozsuz veya yagsiz ve disuk lakioza sahip veya yadsiz ve laktozsuzdur.

Yogurt, sert yogurt veya karistirilmis yogurttur.

Bir baska cok tercih edilen uygulamada, eksi st preparati igilebilir yogurttur.

Tercihen, bu tarld bir yogurt veya igilebilir yogurt, gelistirilmis bir yapi, gelistiriimis doku,
arttinlmis  bir viskozite, gelistirilmis bir adiz hissi ve tercihen nispi dislk protein
seviyesinde bir sinerez ile karakterize edilebilir. Bulusa gore bir yogurt veya igilebilir
yogurl, bir siyalidazin veya bir siyalidazin bolimlerinin saptanmasi ile de tespit
edilebilir. Bir siyalidazla prosesden gegirilmis eksi sut preparatinin geleneksel bir eksi
sit preparatindan ayrilmasinin bir diger olasihdi, nihai Griindeki serbest siyalik asit
miktarini dlcmektir. Siyalidazla prosesden gecirilmis eksi sut preparati, nihai Grunde
oligosakkarite veya proteine baglh olmayan yiksek miktarda serbest siyalik asidine
sahip olacaktir. Eksi sit mamullerinde bulunan serbest siyalidaz iceridi, bu suretle 2
misli, tercihen 5 misli, daha tercihen 10 misli veya daha fazla artabilir. Nihai preparatta
serbest siyalik asit konsantrasyonu bu nedenle 0.1 mg/kg'dan yuksek, tercihen 0.5
mg/kg'dan yiksek, daha tercihen 1 mg/kg'dan ylksek, 2 mg/kg'dan vyilksek, 5
mg/kg'dan yiksek, en ¢ok tercih edilen sekilde 10 mg/kg'dan yiiksektir.

Bir bagka yonden, bulus, bir siyalidaz ve bir asitlestirme maddesini iceren bir parca kiti

kullaniimini saglamaktadir. Tercihen bu tirli bir bilegim veya kit, bagka bir enzim veya
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bir prebiyotik veya bir probiyotik veya bir aroma veya bir tekstlrlestirici veya bir

stabilizator icerir.

Uygun enzim ornekleri laktaz, karboksipeplidaz, proteaz, aminopeptidaz, beta-
galaktosidaz, esteraz, transglutaminaz, lipaz, fosfolipaz, izomeraz, oksidaz veya
peroksidazdir. Tercih edilen bir laktaz, K. lactis laktazidir {6rmedin DSM'den Maxilact).

Uygun prebiyotik ornekleri, galakto oligosakarit veya fruktoz oligosakkarittir.

Uygun probiyotik érnekleri laktik asit bakterileri veya bifidobakterilerdir.

Uygun aroma ormekleri meyve, vanilya veya sekerdir.

Uygun stabilizator ornekleri, nisasta, modifiye nisasta, karaginan, sakizlar, pektin,

jelatin veya diger hidrokolloidlerdir.

Uygun tekstirlestiriciler; stabilizatorer, peynir alti suyu tozu, yadsiz sit tozu, sit
protein konsantresi tozu, peynir alti suyu protein konsantresi, kazein veya mikro

parcacikli proteindir.

Yukarida tarif edilen bilesim veya parga kiti, eksi bir st preparatinin hazirlanmasi igin
gok yararlidir. Alternatif olarak, bu tirli bir bilesim veya parga kiti, bir yogurt veya
igilebilir yogurttaki sinerezi azaltmak igin kullanilir. Tercihen sz konusu yodurt veya
icilebilir yogurtta az miktarda ilave protein vefveya dusuk laktoz bulunur veya laktoz
icermez. Tercih edilen bir uygulamada, s6z konusu kit, bundan bagka, sz konusu
siyalidazin, protein i¢eren bir siyalik asit iceren bir baglatici maddesine ilave edildigi ve
siyalidazla muamele gormus proteini elde etmek i¢in inklibe edilmesine ve daha sonra
s6z konusu siyalidaz ile muamele gérmuis baslatici maddesinin bir asitlestirme adimina
tabi tutulmasina iliskin talimatlari icermektedir (dider bir deyisle asitlestirmeye valnizca
siyalidaz muamelesinden sonra izin verilir). Basglatici maddenin asitlestiriimesi igin bir
baslatici kiltirinden yararlaniimissa, s6z konusu siyalidaz muamelesi, s6z konusu
baslatici kiltir ilave edilmeden dnce gergeklestirilir veya s6z konusu siyalidaz baslatic

kaltdr ile birlikte veya eklenmesinden hemen sonra ilave edilir.

Asagidaki érmekler meveut bulusu gdstermektedir. Higbir sekilde istemleri simirlamaya

yoénelik dedildir.
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ORNEKLER

Ornek 1

Sivalidaz ZJW kullanarak kiciik 6lcekli fermente yadsiz siit hazirlama

Penicillium chrysogenum'dan bir siyalidaz enziminin klonlanmas), ekspresyonu ve
saflagtinimasi daha 6nce WO08101893'te tarif edilmistir. Bu siyalidaz, filamentli mantar
Aspergiflus nigerden Uretilen ve eksi sit preparatlarinin iretiminde siyalidazlarin
etkisinin drneklerini elde etmek icin kullanilan ZJW olarak adlandirniimigtir. 40 gram
yadsiz st tozu (Nilac, NIZO, Hollanda), 400 ml musluk suyu i¢inde ¢dzilmus ve dort
adet 100 ml kapakll sise Uzerine dagitilmistir. 4 siseye, Tablo 1'de tarif edildigi gibi
muamele edildi. Siyalidaz ZJW, sirasiyla 10 ve 50 mg/l siselerde 2 ve 3. siselere ilave
edildi. 2 ve 3. siseler, daha sonra 40 Santigrat derecede 4 saat inklibe edildi. Bundan
sonra biitiin siseler gece boyunca buzdolabinda saklandi. Ardindan, 0.004 U/l baslatic
kiltirii Delvo®-YOG CY-121 (DSM Food-Specialties, Hollanda; CY = klasik yogurt
kaltara; tammlanmig kaltar) ilave edilmeden énce, tim siseler 30 dakika boyunca 40

Santigrat dereceye 1sitildi. 4. sisedeki haslatici kaltdrd ile birlikte 10 mg/| siyalidaz ZJW

ilave edildi.

add ZJW ink(ibe depolama CY121ilave ZJW ilave inklbe
1 0 0 O/N 4°C 004 U/l 0 S5saat 40°C
2 10 mg/l 4saat 40°C O/N 4°C 004 U/l 0 5saat 40°C
3 50 mg/l 4 saat 40°C O/N 4°C 004 U/ 0 5saat 40°C
4 0 0 O/N 4°C 004 U/ 10 mg/I 5saat 40°C

Tablo 1: Yagsiz sitten eksi bir st preparati hazilamak igin kullanilan kosullar

Nihai pH % sinerez Depolama modull (G’) (Pa) Verim noktasi (G'=G") { % sus)

1 4.7 18 16 70
2 4.21 11 51 100
3 4.8 1 127 130
4 42 10 28 80
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Tablo 2: Tablo 1'de acgiklanan deney sonuglar. Viskozite kuvvetlice arttinlmistir ve

siyiridazla eksi bir sut preparati yapildiginda sinerez azaltilir.

40 Santigrat derecede 5 saat inkiibe edildikten sonra, asitlendiriimis yagsiz sitten
olusan siselerde jel benzeri bir yapi olustu. Jiseler yapiyr kirmak igin ¢alkalandi ve pH
Olglldil. Farkl siseler arasinda pH'da anlaml fark bulunamadi (Tablo 2). TUm siseler 4
derece santigrat derecede Ug¢ glin boyunca saklandi. Bu slireden sonra viskozite bir
reometre (Anton Paar, Graz, Avusturya tarafindan Physica MCR 301) ile &lgllmastr.
Sabit bir frekansta (10 Hz) ve artan genlikte { %0.01'den %1000'e) sabit bir sicaklikta
5°C'de salinim d8lcimi olan bir gerinim sdpirme prosesi, mil olarak bir PP5C plakasi

kullanilarak gerceklestirildi.

Tablo 2'de, depolama modull (G', Pascal, Pa cinsinden ifade edilmistir), malzemenin
doku mukavemetinin bir dlglisiidir; ne kadar yiksekse, malzeme o kadar glcltdur.
Numune Uzerinde bir salinim hareketi gegirerek ve stres tepkisini dlgerek elde edilir.
Verim noktasi, depolama modiliniin kayip modilinden (G", malzemenin belirli salinim
hareketi altinda dagilan gerilme miktarinin dlglsu) daha kigik oldugu genliktir. Bu
noktadan itibaren madde daha fazla siviyva benzer davranir. Bu, maddenin
mikroyapisinin pargalandigi noktaya karsilik gelir ve Ozerine yldklenen stres ile basga
¢lkamaz. Verim noktas) ne kadar yiksek olursa malzeme akisina baslamadan 6nce

malzemeye uygulanabilecek deformasyon o kadar ylksek olur.

Dokudaki bir fark, insan algisi tarafindan agikga gorilebildi ve doku mukavemetinde
(G") artig, siyalidaz ile muamele gérmis numuneler ve kontrol numuneleri arasinda
reometre ile dlguldi. Viskozite, 2 ve 4. siselerdeve dzellikle 3. sisede anlamli derecede
yuksekti. Ayrnica, numuneler siyalidaz ile muamele edildijinde verim noktasi daha
yuksekti. Siyalidazin belirgin olarak doku mukavemeti lzerinde agik bir pozitif etkisi

vardir,

4 Santigrat derecede 2 hafta depolandiktan sonra, tabaka kalinhgini (cm olarak) toplam
arinin yiksekligine (cm cinsinden) bollinerek ve yiizde olarak ifade edilerek (Tablo 2),
tam siselerde sinerez alusumu &élglldi. Sonuglar, asitlestirme dncesi veya asitlestirme
sirasinda eksi sut Orunlerinin siyalidazla prosesden geciriimesinin, gelistiriimis bir

yapiya ve azalmig sinereze yol achigini acik¢a gdstermektedir.
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Ornek 2

Siyalidaz ZJW kullanarak yodurt hazirlama

1.5 litrelik homojenize edilmis yan yagsiz inek sitl (%1.5 yad, %3.5 protein) bir su
banyosu icinde 85°C'de 30 dakika isitildi. Siit buzlu su kullanilarak hizla 42°C'ye
sogutuldu. Siyalidaz ZJW, 10 mg/L'lik bir seviyede slite ilave edildi ve 42°C'de 2 saat
inkiibe edildi. Bir kontrol numunesine (siyalidaz igermez) ayni sekilde muamele edildi.
Daha sonra sit, 4U/1000L seviyesinde baslatici kiltir Delvo®-YOG CY-121 (DSM
Food-Specialties, Hollanda) ile inoklle edildi. Sert yodurt igin, asilanmig s,
fermantasyon dncesinde 42°C'de nihai paketine dékildd. Karnigtirilmig ve icilebilir icin,
fermantasyon 3 litrelik kaplarda gerceklesti. Yogdurt pH4.5'e ulagtiginda proses
durduruldu ve bu yaklasik 4 saat slrdl. Fermentasyondan sonra, yogdurt, kanistinilmig
yogurt Gretimi icin basing olmaksizin bir homojenlestirici {APV Homojenlestirici Rannie)
icerisine pompalanmistir. Igilebilir yodurt igin 100 barda bir homojenizasyon

gergeklestirildi. Tiim yogurtlar kiglik kaplarda 5°C'de minimum 4 giin tutuldu.

Nisbi viskozite, 30 rpm'de Helipath ydntemi (azalan bir milden yogurt boyunca saat
yonunde nufuz ettigi yerde) kullanilarak bir T-B mili ile bir Brookfield DV-Ill Viskometre
(Brookfield, ABD) vasitasiyla 6lglldd, Direng sirekli olarak dlgllerek ve viskozite igin

bir deder geri hesaplayarak mPas (mili Pascal saniye) cinsinden verilir.

Sasirtict bir sekilde, viskozite, siyalidazla muamele gérmis numunelerde muamele
edilmemis numunelerdekinden daha yiUksekti. Fark, en iyi sekilde %35ten fazla
viskozite artigi ile karistinlmig yogurt icin gordimuostur (Sekil 1).

Ornekler organoleptik olarak degerlendirildi ve tim degerlendiriciler siyalidaz ile
muamele gérmis kanstinlmis yogdurt numunesini daha fazla agiz hissine sahip ve daha
kalin olarak nitelendirmislerdir.

Ornek 3

Siyalik asit iceriginin élciimii
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BioVision'In Siyalik Asit Test Kiti {CA, ABD), cesitli biyolojik numunelerde serbest
siyalik asit élgmek i¢in basit ve kullanigh bir yontem saglar. Kit, serbest siyalik asitin
oksitlendigi ve Cxi-Red probunun gelistiriimesi ile flioresan (ExEm = 535/587 nm) ve
absorbansa (O.D. = 570 nm) neden olan bir enzim bagl reaksiyonu kullanir. Kit, ~ 1
MM konsantrasyonda algilama hassasiyeti ile 0.1 ila 10 nmol dodrusal aralkta siyalik

asiti dlger.

Numuneler, serbest siyalik asit icin test edilebilir veya Biovision kiti kullanilarak bagli
siyalik asidi 6lgmek Gzere hidrolize edilir. Toplam siyalik asit 6lcimu i¢in, 6nce hafif asit
kosullarinda hidroliz yapilmalidir. Eksi bir sit preparatindan alinan numune, yaklasik 1
mg protein/mllik bir konsantrasyonda 80 Santigrat derecede 0.05 M H»S04 i¢cinde
hidrolize edilir. Siyalik asit tayini icin numuneler uygun zamanlarda ¢ikarilir ve analiz
edilinceye kadar -20°C'de saklanir. Hidrolizatin pH degerinin yaklagik 5.5'e
ayarlanmasi ve deproteinasyon ile istege bagl temizleme veya délgimi bozabilecek
bilesenleri uzaklastiran diger ydntemler sonucunda, siyalik asit iceridi Biovision Kiti

kullanilarak olgulir.

Serbest siyalik asit &lcimi icin, numuneler isteje bagl olarak deproteinasyon veya
olgmeyi bozabilen bilesenleri uzaklastiran diger yontemlerle temizlenir ve Biovision kiti

kullanilarak dogrudan &lgildr,

Alternatif olarak, bir HPLC yontemi kullanmilarak siyalik asit seviyeleri belirlenebilir.
Siyalik asit duzeylerini belirlemek igin bir HPLC ydntemi Dionex Company (Dionex
teknik notu 41; http://www.dionex.com/en-us/webdocs/5053-tn41.pdf) tarafindan tarif
edilmistir. Kisaca agagidaki prosedir uygulanir. Ekipman: Dionex'in (Amsterdam,
Hollanda) tum Urunleri GS50 Quatemary HPLC pompasindan, Termal Bdlmeli bir AS50
Enjektdérinden, bir ED50 elektrokimyasal detektdrinden ve bir Chromeleon
Kromatografi veri sisteminden olusan Dionex BioLC; 6lgcme kosullan: Amino Trap guard
sutunu ve Borate Trap 6n sitununa sahip CarboPac PA20 HPLC situnu, 10 pL'lik bir
enjeksiyon hacmi ve 20°C'lik bir tepsi sicakhgi, 30°C’de bir slitun sicaklid ve 3 fazdan
olusan bir gradyan kullanilarak 0,5 ml/dakikalik bir akis hizinda galigir: 0.1M NaOH
icinde damitilmis su, 500 mM NaOH ve 1 M NaOAc.

Bir siyalik asit solisyonu ile bir kalibrasyon egrisi yapilmisgtir: 25 mg siyalik asit (Fluka

01398), 25 mllik volumetrik bir sise icine iki kez tekrar tartildi ve damitilmis su iginde
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¢OzundOraldd. Bu ¢ézeltiler, su ile 1 ila 7.5 mg/l konsantrasyonda seyreltildi ve yukarida
tarif edildigi gibi HPLC iginde calistirildi.

Sat veya yogurt numuneleri su ile 25 kez seyreltimis ve 5 dakika 13000 rpm’de
santrifije tabi tutulmustur. Saf sipernatandan yaklasik 0.5 ml bir Nanosep ultra
filtrasyon kartusuna (10 KD) aktarilmis ve en az 30 dakika 14000 g'de santriflijlenmigtir,
250 L berrak sUzntl bir 300uL enjeksiyon sisesine aktariimistir. Siyalik asit seviyeleri

daha sonra yukarida tarif edildigi gibi belirflenmistir.

Ornek 4

Yodurt fermantasyonu éncesi veya sirasinda siyalik asit salimmi ve asitlestirme

orani iizerine etkisi

Yogurt, %4.35 protein elde etmek igin tam yagh slitten {1469 g, Albert Heijn) arti yadsiz
siit tozundan (Promex - Friesland-Campina, 31 g) vapildi, inkilbasyon iki seviyede
(0.143 ve 0.286 mg enzim/g st proteini, 10 veya 20 mU/lL'yve karsilik gelir) ve
pastbrizasyon &ncesi (4 saat 40°C) veya fermantasyon sirasinda gergeklestirildi.
Kullanilan enzim ZJB partisi 0009 idi.

Yogurt baglatici kiltri olarak Delvo-Yog CY-121 (160uL/L) kullanilarak érnek 2'de tarif
edildigi gibi hazirlandi. Yodurtlardaki siyalik asit seviyeleri HPLC ile olgliimius (bakiniz
ornek 3) ve asagidaki tabloda verilmigtir. Asitlestirme sirasindaki pH degeri bir pH

metre ile dlgiimustir; dederleri asadidaki tabloda verilmigtir.

Tablo 3
Numune Siyalik asit Fermentasyon sirasinda pH
(mg/kg) 0 2 3 4 445
saat saat saat saat saat
Kontrol 26,9 6.55 597 525 477 457
Pastérizasyon éncesi dilsik 40,2 6.57 594 521 477 455

siyalidaz

Pastdrizasyon dncesi yliksek 94,1 6.58 583 526 475 4.58



10

15

20

27

Numune Siyalik asit Fermentasyon sirasinda pH

(mgrkg) 0 2 3 4 445

saat saat saat saat saat

siyalidaz
Fermentasyon sirasinda dlisik 70,0 6.57 594 525 473 4.57
siyalidaz
Fermentasyon sirasinda yuksek 121 6.57 594 521 474 457
siyalidaz

Bu, siyalik asitin, notr pH'da siitte ve pH kademeli olarak distiigli zaman yogurt
fermantasyonu sirasinda hidrolize edilebilecegini kanitlamaktadir. Ayni zamanda
siyalidaz muamelesinin asitlestirme oranini etkilemedidini de kanitliyor.

Ornek 5

Siit inkiibasyon denemeleri

Birka¢ st kaynadi, siyalik asit salinim oraninin saptanmasi icin siyalidaz ile inkibe
edilmistir. Sut kaynaklan yagsiz sattl (Albert Heijn, Hollanda, %4 protein); Yagsiz Sut
Tozu (SMP; Promex-Friesland-Campina, su igcinde %4 sit proteini ile
standartlagtinlmigtir) ve Sat Protein Konsantresi (MPC; TMP Milei, Leutkirch,
Almanyay), su iginde %4 st proteini Uzerinde standartlagtinimistir). Tam sit kaynaklari,
30°C'de ve siit ise 4°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon seviyeleri, ancak 20 mU/L'de
yapillan normal yagsiz sitten bir inkUbasyon disinda, 80 mU siyalidaz/litre sitt(.
Tabloda salinan siyalik asit seviyeleri, HPLC ile belirlendigi gibi verilmistir (bakiniz

drnek 3), ve mg/L'olarak ifade edilmigtir.

Tablo 4
Sire Sat 30°C St 30°C SMP 30°C MPC 30°C Sat4°C

(saat)  20mU/L 80 mU/L 80mU/L 80muU/L 80 mU/L
0 204 226 214 1,5 226

0.5 64.7
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Sire St 30°C Sit 30°C SMP 30°C MPC 30°C Sit 4°C
(saat)  20mUIL 80 mU/L 80mU/L 80muU/L 80 mU/L
1 77.3 126 122 84

2 85,0 138 147 101 111

4 101 151 157 114 121

6 116* 162 171 126 128

24 153 186 198 166 143

48 156

* 8 saatte

Bu, tim st kaynaklarinda siyalik asitin makul bir zaman c¢ergevesinde bulyik
miktarlarda salinabilecedini kanitlar.

Ornek 6

Yogqurt testi

Taze yagsiz sutten (NIZO, Hollanda'dan Ede, < %0.1 yag) + dasuk 1sih SMP'yi (yagsiz
sut tozu, parti BEOQ1007773/s 1-02-055, Ingredia Fransa) 2 veya 5 kg'lik partilerde
yogdurtun dért varyanti yapilmigtir.

1. Ref %4.35 protein (A bu sekilde ve B 30°C'de 5 saat tutuldu)

2. %4.35 siyalidazh protein (23mU/L)

3. %3.9 siyalidazl protein (21 mU/L)

4. %3.6 siyalidazh protein (19mU/L)

Sat, siyalidaz (parti NID/ZJW0007, 6.5mU/g st proteini) ile 30°C'de 6 saat inkiibe
edildi, 92°C'de 10 dakika pastorize edilerek 37°C'ye sogutuldu ve %0.004 Delvo®-YOG
CY-121 kullanilarak agilandi ve 37°C'de pH 4.6'va ulasana kadar yaklagik 7 saat
fermente edildi. Sonra Urlnler kisa bir sire elle kansgtinldi ve 25°C'ye sodutuldu ve
daha sonra hiz 1'de bir Power Gen kesme cihazi (Fisher Scientific) kullanilarak
parcalandi ve 12 saniye boyunca 2 mm'lik yarik (zerine kivrildi, tank alttan tste kesildi.

Urinler polipropilen kaplara dolduruldu.
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Parcaciklarin  kinimasindan hemen sonra, oOrinun viskozitesi bir Haake RVZ20
Rotavisco analizcisi kullanilarak MV2p geometrisi ile 1 dakika 64 s"'de degerlendirildi.
10 saniye kesme prosesinden sonra analizdr tarafindan bildirilen viskozite degderi
asagidaki tabloda verilmektedir. Siyalik asit seviyeleri, fermantasyondan once sut

drinleri Uizerinde HPLC (bakiniz érnek 3) ile tespit edildi.

Tablo 5
Numune Nihai Urlindeki siyalik Viskozite (Haake) 25°C 64s™""de,
asit igerigi (mg/L) sonra 10", mPa.s olarak
1A - % 4.35 protein 24 206
enzim yok tutma yok
1B - % 4.35 protein 25 238
enzim yok
2 - %4.35 protein enzim 124 428
ile
3 - %3.9 protein enzim ile 113 219
4 - %3.6 protein enzim ile 104 1892

Bu tablo, sabit kogullar altinda pargalandiktan hemen sonra, siyalidazla muamele
goérmls sitten yapilan yogurdun, referansa kiyasla daha ylksek bir viskoziteye sahip
oldugunu (6rnek 1 ve 2'yi karsilastirir) ve siyalidazla prosese muameler gérmis sltle
yapilan yogurt {rinlerinin daha disiik bir siit protein seviyesine sahip oldugunu
(dbrmekler 3 ve 4) ancak daha ylksek hir protein seviyesine referans olarak

karsilagtirilabilir bir viskoziteye sahip oldugunu gdstermektedir.

Ornek 7

Yodurt testi

Bu testte, %3.9 protein seviyesinde sivalidaz ile prosesden gegcirilmis tam yagdlh siitten
elde edilen yogurt, %4.35'lik bir protein seviyesinde normal tam yagh sutten yapilan
yodurt ile karsilastirilmigtir.
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Yagsiz sut tozu (Promex - Friesland-Campina) ticari pastorize tam yagh sitte (%3.5
yagd, Albert Heijn, Hollanda) c¢oézilmugtir. Bu karigim, asagidaki tabloda verilen
varyasyonlar ile 4°C'de 18 saat silreyle inkibe edildi ve bunu takiben 30°C'de 5 saat
sureyle inklbe edildi. Daha sonra sit 85°C'de 30 dakika boyunca pastérize edildi.
Daha sonra sit 42°C'ye getirildi ve pH degeri 4.8 veya 4.6 olana kadar Delvo®-YOG
CY221 (hafif EPS sekillendirme) ile asiland! (tabloya bakiniz). Uriin, bir kez daha
yiksek basingh bir homojenlestiriciden (Rannie, APV, Danimarka) gegirilerek basingsiz
olarak, bardaklar igine doldurularak dogrudan ve daha fazla sogutulmadan parcalandi
ve 4°C'de sakland!.

Urlinlerin viskozitesi cesitli siireler sonrasinda Brookfield viskozimetre ile karakterize
edildi: 0 gln (20°C), 3, 7, 21 gun (tumud 4°C). Asllama Oncesi sutteki siyalik asit
seviyeleri HPLC ile tespit edildi, 6rnek 3'e bhakiniz. Tim detaylar asadidaki tabloda

verilmisgtir.
Tablo 6
# % Enzim pH'de Siyalik asit glin Glinde Viskozite [Brookfield,
protein  [mU/L] Kirilma [mg/L] 7'de pH mPa.g]

0(20°C) 3 7 21
1 4.35 - 4.6 26 4.29 3040 5113 7180 6755
239 80 4.8 188 4.43 3265 5230 6291 -
339 80 4.6 191 4.29 2276 4112 5080 5698
4 3.9 20 4.6 136 4.23 2668 5084 5182 6216

Bu tablo, siyalidaz muamelesinden sonra, diisiik protein seviyesindeki yodurdun
viskozitesinin, vyiksek proteinli enzimsiz Grinin viskozitesi ile esglestirildidini
gostermektedir. Ayrica, buglne kadar asitlestirmenin simdiye kadar ilerlemediginde,
yodurdun daha erken bir agsamada pargalanabildigini gésterir. Ozellikle asitlestimenin
son agsamasinin oldukca yavas oldugu gdz ondne alindiginda, proses slresinde de bir
avantaj saglar; 1., 3. ve 4. Urunlerin nihai pH dederine gelmesi icin 5 saat 30 dakika

surdigi durumlarda, 2. rin sadece 4 saat 30 dakika zaman almistir.
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Ornek 8

icilebilir yodurt testi

Yogurt, pargalanma noktasina kadar Delvo®-YOG CY220 kiltdrinin kullanimasi
haricinde énceki drnekte anlatilanla ayni sekilde, normal ticari yadsiz siitten (%3.5
protein, Albert Heijn) yapilmistir. Sit, 1s1 muamelesinden dnce, sitln litresi basina
enzim 80mU siyalidaz ile parti ZJWO0006 kullanilarak, ilk 6nce 24 saat boyunca 4°C'de,
daha sonra 5 saat boyunca 30°C'de inkube edildi. Fermantasyon drind manuel
karnstinlarak ilk énce pargalandi ve bundan sonra 100 Bar'lik bir basingta bir yiksek
basingh homojenizatérden (Rannie, APV, Danimarka) pompalandi ve siselere
dolduruldu ve 4°C'de saklandi. St numunelerinin siyalik asit seviyeleri, drnek 3'te tarif
edildigi gibi HPLC ile belirlendi.

2 hafta sonra viskozite bir 17 ml fincan ve mili ayan kullanilarak bir Physica MCR301
reometresi (Anton Paar, Vienna, Avusturya) ile tespit edildi. Numune, 12 veri noktasi
toplanarak, 1 dakika boyunca 20s™' kesilme hizinda kesildi. Verilen viskozite degeri, bu
12 noktanin ortalama G¢li bir dlgimidir. Sinerez, Grind 50 ml kapali tiplerde 20 gin
bekletmeye birakarak ve bu sure zarfinda ortaya gikan berrak Ust katmanin hacmini

ml/50ml olarak ifade ederek tespit edildi. Tim dederler asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 7

Siyalik asitmg/L  Viskozite mPa.s  gunde ml/50ml olarak sinerez

4 7 14 21
Referans 19 61 3 5 8 10
Sivalidaz ile 149 317 1 1 3 6

Bu tablodan siyalidazla muamele gérmus sutten yapilan igilebilir yogurdun daha yogun
oldugu ve sinerezin referanstan énemli élglide daha az oldugu ag¢iktir. Daha yiksek bir

viskozite, 8 kisilik bir panelde test edildigi sekilde duyusal olarak belirgindir.

Ornek 9

Icilebilir yogurt
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Bir sonraki icilebilir yogurt seti asagidaki gibi yapilmistir:Yagsiz sut (Albert Heijn, %3.5
protein) su ile %3.2 veya 2.6 proteine seyreltildi, her bir parti siyalidazla (0.572 mg
enzim/g sut protein, 8.5 mg enzim/ml ¢ézeltisi igeren parti ZJWO00086) inkube edildi. Dért
parti stt, 42°C'de Delvo®-YOG CY220 ile yogdurt haline getirildi. Yogurt manuel olarak
karistinlarak kirildi, pektin g¢gézeltisi (Genu Pectin YM 115-H, CPKelco, Kopenhag,
Danimarka) %0.3'llik (w/v) nihai bir seviyeye ilave edildi ve 100 Bar'da yiiksek basingli

bir homojenlestirici (Rannie , APV, Danimarka) ile homojenize edildi.

Sat drneklerinin siyalik asit seviyeleri, drnek 3'te tarif edildigi gibi HPLC ile belirlendi.

Viskozite, drnek 8'de tarif edildigi gibi belirlendi.

Tablo 8

Protein seviyesi (% w/v) Siyalik asit mg/L  Viskozite Pa.s

Referans 2.6 18 0.14
Enzim ile 26 134 0.38
Pektin ile ref 2.6 18 1.26
Enzim + pektin ile 2.6 134 1.51
Referans 3.2 21 0.48
Enzim ile 3.2 151 0.52
Pektin ile ref 3.2 21 1.93
Enzim + pektinile 3.2 151 2.33

Bu tablodan, siyalidaz ile muamele gormus sitten yapilan igilebilir yogurdu daha viskoz
oldugu aciktir, bu mevcut pektinden bagdimsiz bir etkidir. Kiigilk bir duyusal test,
siyalidaz ve pektin igeren Grlnlerin daha dolgun bir adiz hissi olarak algilandigini
kanitlamigtir. Siyalidaz muamelesinden sonra ayni zamanda daha az sinerez

goralmustir {nicelenmemigtir).

Ornek 10

Sert yogurt
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Sert yogurt, 6rnek 7'de tarif edilen ile ayni prosese gére tam yagh sutten (%3.5 protein,
Albert Heijn) hazirlandi. Siyalidaz prosesi igin sut siyalidazla (0.572 mg enzim/g sut
proteini, parti ZJW0006, 8.5 mg enzim/ml solisyonu ihtiva eder) 24 saat boyunca,
ardindan 5 saat boyunca 30°C'de inkube edildi. Bu, sitte 156 mg siyalik asit / L ile
sonuglandi, bdylece referans 20 mg / L'ye sahip oldu. Sit numunelerinin siyalik asit
seviyeleri, drnek 3'te tarif edildigi gibi HPLC ile tespit edildi. Asilamadan sonra siit
bardaklara dolduruldu, kapatildi ve bir 1sitici iginde 42°C'de 5 saat birakildi. Daha
sonra urtn 4°C'de saklandi. 7. glinde sikilik, 10 mm derinlige nifuz eden yarim inglik
bir prob ve 1 mm/s hizla doku analizi (SMS TA-X2 Stable MicroSystems Godalming,
Surrey, BK) ile degerlendirildi. Gramda sikihk o derinlikte kaydedilir. Kontrolun

sadlamhdi 37g idi; siyalidaz ile muamele gérmi(s 4 st numunesi ortalamas! 38q idi.
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