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NiSiN iILAVE EDILMi$S METIiL SELULOZ FILMLERIN ANTIMiKROBIYAL ETKIiLERININ
BELIRLENMESI

Selin KALKAN* Emel UNAL** Zerrin ERGINKAYA***
OZET

Nisin, antimikrobiyal bir peptid olarak, etkili bir bakteriyel inhibitordiir ve cesitli yiizeylere absorbe
olabilme 6zelligi nedeniyle, ambalaj materyallerine ilave edilebilmektedir. Bu ¢alismada, ¢esitli oranlarda
nisin igeren (500 IU, 1000 IU, 2000 IU ve 3000 IU/cm2 film) yenilebilir metil seliiloz filmler hazirlanarak, in
vitro kosullarda, Listeria monocytogenes, E. coli, B. cereus, Salmonella Enteriditis ve S. aureus gibi énemli
gida kaynakli patojenler iizerinde antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmigtir. Bu amagla, hazirlanan
nisin ilaveli metil seliiloz filmlerden, 1 cm ¢apinda diskler kesilerek, agar diflizyon yontemi ile olugsan zon
caplar1 dl¢iilmiistiir.

Yapilan analizler sonucunda, hazirlanan metil seliiloz filmler, E. coli, B. cereus ve Salmonella Enteriditis’e
kars1 herhangi bir antimikrobiyal etki gostermezken, 3000 IU/cm2 film oraninda nisin igeren filmlerin, S.
aureus lzerinde antimikrobiyal etki gostererek, 22.3342.51 mm ¢apinda zon olusturdugu belirlenmistir.
Hazirlanan tiim metil seliiloz filmlerin, en giiclii antimikrobiyal etkiyi ise L. monocytogenes’e karst gosterdigi
tespit edilerek (sirasiyla 20.33+0.47; 22.33+0.47; 26+,1.00; 28.66+1.15 mm zon ¢aplar1) sonuglar istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (P<0,05). Tiim analizler 3 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nisin, metil seliiloz film, antimikrobiyel etki, aktif ambalajlama, patojen

DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL EFFECTS OF METHYL CELLULOSE FILMS
CONTAINING NISIN

ABSTRACT

Nisin, as an antimicrobial peptide, is an effective inhibitor of bacterial and can be added packaging materials
due to absorb various surface. In this study, we aim to determinate of antimicrobial effects of methyl cellulose
films with containing various proportions nisin (500 U, 1000 IU, 2000 IU and 3000 IU) against important
food-borne pathogens such as Listeria monocytogenes, E. coli, B. cereus, Salmonella Enteriditis and S. aureus
by in vitro. For his purpose, 1 cm diameter dicks cut from methyl cellulose films containing nisin and zone
diameter were measured by the agar diffusion method. As results of these analysis which prepared methyl
cellulose films didn’t antimicrobial effect against E. coli, B. cereus, Salmonella Enteriditis but containing
3000 IU nisin methyl cellulose films have shown an antimicrobial effect against S. aureus by 22.33£2.51 mm
zone diameter. All prepared methyl cellulose films have shown the most powerful antimicrobial effect against
L. monocytogenes (respectively 20.33+0.47; 22.33+0.47; 26+,1.00; 28.66£1.15 mm zone diameters) and all
results were significant by statistically (P<0,05). All analysis was replicated in three times.

Key Words: Nisin, methyl cellulose film, antimicrobial effect, active packaging, pathogen
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1.GIRIS

Son yillarda tiiketici taleplerinde, minimum islem gormiis gidalara olan ilginin artmasina bagl olarak, am-
balaj sektdriinde de yeni teknolojilerin arastirilmasina ve kullanilmasina baslanmistir. Bu teknolojilerden, en
fazla 6ne ¢ikan ise aktif ambalajlama teknigidir. Aktif ambalajlama, ambalaj materyaline cesitli aktif bilesen-
lerin katilim1 yoluyla gergeklesmektedir. Bu aktif bilesenler, antimikrobiyal 6zellikte olup, sentetik polimer
ve yenilebilir film gibi farkli yapilar ig¢inde etkinlesmektedirler (Ayana ve Turhan, 2010). Aktif ambalajlama
sistemlerinde en dnemli gelisme ise, paketleme materyalinden antimikrobiyal maddelerin kontrolli salinimi
ile gerceklestirilen antimikrobiyal ambalajlamadir. Organik asitler, bakteriyosinler, antibiyotikler, fungusidler,
celat ajanlar ve parabenler gida ambalajlama materyalleri biinyesinde yer alarak antimikrobiyal aktivite gos-
terebilmektedirler (Khairuddin, 2005).

Gilinlimiizde yaygin kullanimi olan geleneksel ambalaj materyalleri sentetik yapidadir. Bu sentetik mal-
zemeler, giivenli, kullanighh ve ekonomik olmalarina ragmen biyolojik olarak bozunuma ugramadigindan,
cevresel kirlilik etmenlerindendir. Bu nedenle, son yillarda yapilan arastirmalar, biyolojik olarak kolaylikla
bozunuma ugrayabilen, gida ile tiiketilebilen, toplam kati atik miktarin1 azaltarak daha ¢evresel alternatifler
sunan protein, lipit ve polisakkarit polimerlerin ambalaj materyali olarak kullanimi {izerine yogunlagmistir. Bu
kapsamda, antimikrobiyal madde igeren yenilebilir 6zellikte olan film ve kaplamalarin kullanimi giderek yay-
ginlagsmakta ve kullanimi benimsenmektedir (Ayana, 2007). Yenilebilir film ve kaplamalar, gidalar1 korumak,
raf 6mriinii artirmak amaciyla gida yiizeyinde olusturulmus ince tabakali, gida ile birlikte tiiketilebilen, dogal
kaynaklardan elde edilen maddelerdir (Dursun ve Erkan, 2009).

Yenilebilir filmlerin sentetik paketleme materyallerinin tamamen yerini almasi beklenemez, ancak, nem,
gaz ve lipid migrasyonunu kontrol etmelerinin yani sira, katki maddelerinin de tasiyicisi olarak kullanilabi-
lirler (Sanjurjo ve ark., 2006). Yenilebilir film ve kaplama iiretiminde kullanilan en yaygin polisakkarit poli-
merler, seliiloz tiirevleridir. Seliiloz tiirevi polimeler, yenilebilirlik, biyouyumluluk, bariyer 6zellikleri, estetik
goriiniis, toksik olmama gibi 6zellikleri ile diisiik fiyat sahip olma gibi bir ¢ok avantaja sahiptirler (Imran ve
ark., 2010). Yenilebilir film ve kaplama yapiminda, hidroksipropil seliilloz (E463; HPC), hidroksipropil me-
tilselilloz (E464; HPMC), karboksimetilseliilloz (E466; CMC) ve metilseliilloz (E461; MC) gibi sadece 4 tane
seliiloz tlirevi kullanilmaktadir (Skurtys ve ark., 2010).

Genel olarak degerlendirildiginde, biiyiik yiizey alani ve biyopolimerik yapilariyla, iirlindeki suyun bii-
yiik ¢ogunlugunu igine alma yetenegine sahip seliiloz igerikli kaplamalar, acilagma iizerinde olumlu etkilere
sahiptirler. Seliiloz esterleri, yenilebilir filmlerin suda ¢dziinen, yaga direngli, saglam ve esnek yapmak igin
kullanilmaktadir. Plastiklestirici olarak bir yag ile kombine edilmek suretiyle, taze veya dondurulmus etlerin
kaplanmasinda yararlanilmaktadir. Metil seliiloz, metilklorid ile reaksiyonu sonrasi alkali ile muamelesiyle
elde edilen bir seliiloz esteridir (Dursun ve Erkan, 2009). Suya kars1, en direngli ve en diisiik hidrofilik 6zelligi
gosteren seliiloz tiirevidir (Skurtys ve ark., 2010). Termal jelasyon gdsteren metil seliiloz, ideal film olustu-
rucu ozelliklere sahiptir ve yaygin bir sekilde yenilebilir film yapiminda kullanilmaktadir. Metil seliiloz veya
hidroksimetil seliiloz ile etlerin kaplanmasi, pisirme sirasinda kayiplart minimize etmekte, yag alimini azalt-
makta, tavuk ve balik tiriinlerinde glazing materyali olarak kullanildiginda ise, nem kayiplarini diistirmektedir
(Dursun ve Erkan, 2009).

Tiiketicilerin saglikli ve dogal iirlinlere artan ilgisi nedeniyle bilim adamlari, 6zellikle de antimikrobiyal
katki olarak saglik agisindan kotii bir imaja sahip kimyasallarin kullanilmasinin yerine dogal ajanlardan ya-
rarlanilmasini 6ngdren bir¢ok arastirma yiiriitmektedir. Dogal antimikrobiyaller, direk olarak {iriin formiilas-
yonuna konularak, gidanin depolanmasi boyunca istenmeyen mikroorganizmalarin inhibisyonunda kullanila-
bildikleri gibi, antimikrobiyal madde, paketleme materyali igerisine ilave edilerek, gida ylizeyine direk olarak
da uygulanabilmektedir (Cao-Hoang ve ark., 2010). Antimikrobiyal bilesiklerin saliiminin kontrollii olarak
gergeklestirildigi, antimikrobiyal ambalajlama sistemleri ile, sadece baslangictaki mikroorganizmalar inhibe
edilmeyip, lriiniin depolanmasi ve taginmasi esnasinda da mevcut mikrobiyel gelisim engellenecektir. Bu
sistemler, gida giivenliginin saglanmasinda patojen ve/veya bozulma yapan mikroorganizmalar igin bir engel
mekanizmasi olustururlar (Cooksey, 2005).

Dogal bir antimikrobiyal madde olan nisin, Lactococcus lactis subsp. lactis’in bazi suslar tarafindan tire-
tilen protein yapisinda, antibakteriyal etkiye sahip bir bakteriyosindir. Nisinin, laktokoklar, basiller, mikro-
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koklar, S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus ve C. botulinum’ un da dahil oldugu, pek ¢ok Gram pozitif
bakteriye kars1 etkili oldugu bildirilmektedir. Ancak, Gram negatif bakterilerin yani1 sira, maya ve kiiflere karsi
etkisiz ya da gok az etkili oldugu bildirilmektedir. Nisin, 1989 da Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA; Food
and Drug Administration) tarafindan ABD’de Genel Olarak Giivenilir Kabul Edilen [Generally Recognized As
Safe (GRAS)] tek bakteriosindir (Aktiirkoglu ve Erol, 1999; Cao-Hoang ve ark., 2010). Gida kaynakli 6nemli
bir cok Gram pozitif patojen bakterilere kars1 etkili olan nisinin, seliiloz, naylon, peynir alt1 protein izolati,
hidroksipropil metil seliiloz, zein vb. birgok ¢esit filmlere dahil edildigi ve bu paketleme sistemlerinin nisinin
tastyisici olarak kullanildigi, bir ¢ok calisma yapilmistir. Nisin iceren yenilebilir filmlerin, gida ylizeyindeki
istenmeyen mikroorganizmalar {izerine olan inhibisyon etkisi, nisinin gida matriksine difuzyonuna baglhidir.
Nisinin etkin diiflizyonu ise gidanin fiziko kimyasal 6zellikleri ile depolama sicaklig1 gibi ¢estili parametrelere
baglh olarak degiskenlik gostermektedir (Cao-Hoang ve ark., 2010).

Bu galigmada, ¢esitli oranlarda nisin igeren (500 IU, 1000 IU, 2000 IU ve 3000 IU/cm?2 film) yenilebilir me-
til seliiloz filmler hazirlanarak, aktif filmlerin in vitro kosullarda, Listeria monocytogenes, E. coli, B. cereus,
Salmonella Enteriditis ve S. aureus gibi 6nemli gida kaynakli patojenlere karsi antimikrobiyal etkinliklerinin
belirlenmesi amaglanmistir.

2. MATERYEL VE METOT

2.1. MATERYAL

2.1.1. Kullanilan Mikroorganizmalar :

Calismada, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus ATCC 13565-Oxoid ve Ankara
Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii kiiltiir koleksiyonundan temin edilen, E. coli, Bacillus cereus ve
Salmonella Enteriditis kullanilmugtir.

2.1.2. Standart Nisin Soliisyonunun Hazirlanmasi :

Sigma-Aldrich’den (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) temin edilen nisin, 0,1 gram tartilarak 2 mL
0,01 M HCI soliisyonu (pH 2) igerisinde ¢oziindiriilmiistiir. Hazirlanan soliisyon, 0,2 um gézenek ¢apli Mil-
lipore filtreden (Nalgene, Rochester, New York, USA) gegirilerek, kullanilmadan 6nce 4 °C’de depolanmistir
(Cao-Hoang ve ark., 2010).

2.2. METOT

2.2.1. Nisin I¢ceren Metil Seliiloz Filmlerin Hazirlanmasi :

Metil seliiloz filmlerin hazirlanmasinda, Ayana (2007) tarafindan kullanilan yontem temel alinmistir. Film
soliisyonu hazirlanirken, 4 g metil seliilloz, 50 mL saf su icerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra, 90 °C’ye 1s1til-
mistir. Cozelti igerisine, metil seliilloz miktarinin yaklagik yarisi kadar gliserol (1,6 mL) ilave edilmistir. Film
sollisyonu igerisine nisin, 500, 1000, 2000 ve 3000 IU/ cm2 aktif film oranlarinda ilave edildikten sonra, oda
sicakligindaki saf su ile hacim 100 mL’ ye tamamlanmistir. Hazirlanan film soliisyonlari, 10’ar mL olarak, ste-
ril cam petri kutularina aktarilmig ve 25 oC’de 24 saat siireyle kurumaya birakilmistir. Elde edilen aktif metil
seliiloz filmlerde, saf nisin miktar1 6,25 mg/g diizeyinde,, teorik olarak her cm2 aktif film ylizeyinde 0,04 mg
veya 1000 IU nisin bulunacak sekilde hesaplanmistir (Cao-Hoang ve ark., 2010; Ayana, 2007).

2.2.2. Nisin I¢eren Metil Seliiloz Filmlerin Antimikrobiyal Etkinliklerinin Tespiti :

Farkli nisin oranlari ile hazirlanan metil seliiloz filmlerin antimikrobiyel etkisi, agar diflizyon yontemi kul-
lanilarak tespit edilmistir. Stok kiiltlirlerden, 6ze ile L. monocytogenes, E. coli, B. cereus, S. aureus ve Sal-
monella Enteritidis’ e ait koloniler Nutrient Broth (Merck) besiyerine inokiile edilmistir. Duyarlilik testi i¢in
inokiiliim miktarlari, McFarland 0,5 standart degerine ulagincaya kadar, 37 oC’de inkiibasyona birakilmislar-
dir. Yogunlugu ayarlanmig kiiltiirlerden (106 kob/ml), 0,1 mL alinarak, her bir kiiltiiriin steril swab yardimiyla,
Nutrient Agar (Merck) besiyerine ekimleri yapilmistir. Yiizey ekimi yapilmis agar plagi lizerine, nisin igeren
aktif metil seliiloz filmlerden kesilen, 1 cm ¢apli film diskler yerlestirilmistir. Petriler 37 oC’de 24 saat inkii-
basyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda, film disklerin etrafinda olusan berrak zon capi 6lciilerek deger-
lendirme yapilmistir (Emiroglu ve ark., 2010).

2.2.3. Istatiksel Analizler :

Her bir deney icin 3 bagimsiz deneme yapilmustir. Istatiksel analizler icin SPSS 15.0 paket programi kul-
lanilmistir. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) denemeler arasinda 6nem farkliliklarinin karsilastirilmasinda
kullanilmistir (P<0.05) (Ye ve ark., 2008).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Nisin i¢eren metil seliiloz filmlerin L. monocytogenes, E. coli, B. cereus, S. aureus ve Salmonella Enteri-
tidis’ e kars1 antimikrobiyal aktivitesi, inkiibasyon sonrasinda Nutrient Agar (Merck) plaklarinda olusan inhi-
bisyon zon ¢aplarinin dl¢iimiiyle belirlenmistir. Kontrol (nisin icermeyen), 500, 1000, 2000 ve 3000 IU/cm2
aktif film oranlarda nisin iceren metil seliiloz filmlerin, B. cereus, S. aureus, L. monocytogenes, E.coli ve S.
Enteritidis {izerindeki antimikrobiyel etkileri sonucunda olusan zon ¢aplar1 (mm) Cizelge 1.’de gosterilmistir.
Her bir deneme i¢in bulunan sonuglar istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Cizelge 1. Nisin ilave edilmis metil seliiloz filmlerin g¢esitli gida patojenleri tizerindeki antimikrobiyel

etkileri
Zon caplari (mm)
Nisi Film
isin
5 Bacillus Salmonella Staphylococcus Listeria altinda
(IU/em”)
cereus Enteriditis E.coli aureus monocytogenes iireme*
K 0° 0* 0° 0° 0° +
500 0° 0° 0° 0° 20,33+0,47¢ -
1000 0* 0? 0? 0° 22.33+0,47¢ -
2000 0° 0* 0 0° 26+1,00° -
3000 0* 0? 0? 22.33+2.51° 28,66+1,15% -

*(+) Film altinda iireme pozitif; (-) Film altinda iireme negatif ; a - ¢ : ayn1 film 6rnegi i¢indeki konsantrasyonlar arasinda
farkli harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (£<0,05)

Agar diflizyon testi sonucunda nisin igermeyen kontrol metil seliiloz filmlerin inhibisyon zonu olusturma-
dig1, dolayistyla antimikrobiyal bir etki gostermedikleri goriilmiistiir. Benzer sekilde nisin igeren (500, 1000,
2000 ve 3000 IU) antimikrobiyal metil selilloz filmler de E. coli, B. cereus ve Salmonella Enteriditis’e kars1
herhangi bir antimikrobiyal etki gostermemistir. 3000 IU/cm2 film oraninda nisin i¢eren filmlerin ise, S. aureus
iizerinde antimikrobiyal etki gdstererek, 22.33+2.51 mm c¢apinda zon olusturdugu belirlenmistir. Sekil 1.’de
nisin ilave edilmis metil seliiloz filmlerin gesitli gida patojenleri lizerindeki antimikrobiyal etkisi sonucunda
olusan zon ¢aplar1 (mm) grafiksel olarak gdsterilmistir.

Sekil 1.’de de goriildiigii gibi, hazirlanan tiim metil seliiloz filmlerin, en gii¢clii antimikrobiyal etkiyi L.
monocytogenes’e karsi gosterdigi tespit edilmistir. Bilindigi lizere nisin, Gram pozitif bakterilere kars1 giiclii
bir antimikrobiyal 6zellik sergilemektedir (Campos ve ark., 2011; Dawson ve ark., 2005). Listeria monocy-
togenes , Gram pozitif bir patojen olarak, nisin igeren metil seliiloz filmlerden en ¢ok etkilen bakteri kiiltiirii
olmustur. Bir diger Gram pozitif bakteri olan S. aureus’un da, antimikrobiyal filmlerden etkilendigi goriilmek-
tedir. Benzer sekilde, Cooksey (2000) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, nisin igeren hidroksimetil seliiloz ve
metil seliiloz filmlerin S. aureus ve L. monocytogenes’in gelisimlerini dnlemede, etkili oldugunu bulmustur.
Chi-zhang ve ark. ise (2004), nisin ile kombine edilmis paketleme materyallerinin, Listeria monocytogenes
gelismesini 6nlemede 6nemli bir yontem olabilecegini belirtmislerdir. Pires ve ark. (2008) tarafindan yapilan
bir baska calismada ise, %50 oraninda nisin ilave edilmis seliiloz polimerleri ile hazirlanan filmlerin S. aureus
iizerinde antibakteriyal etki gosterdigi ve 27 mm’lik bir zon olusturdugunu belirtmislerdir. Ayni ¢aligmada, bir
diger Gram pozitif bakteri olan B. cereus ise, nisin igeren metil seliiloz filmlerden etkilenmemistir. Bu sonuglar,
zon ¢apinin, mikroorganizmanin gelisme orani ile antimikrobiyal maddenin besiyerine difuzyon oranina bagl
olarak degisiklik gostermesinden kaynaklanabilmektedir. Nitekim bizim ¢alismamizda da elde edilen sonuglar
bu hipotezi destekler niteliktedir.
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Sekil 1. Nisin icermeyen (K) ve farkli konsantrasyonlarda nisin igeren (500, 1000, 2000 ve 3000 IU)

metil seliiloz filmlerin olusturdugu inhibisyon zon ¢aplari (mm)

Mikroorganizmanin gelisme orani ile, antimikrobiyal maddenin besiyerine diflizyon orani, agar kompozis-
yonundan, filmin kimyasal yapisi ile film icerisindeki ¢apraz baglarin oranindan etkilenmektedir. Her tic Gram
pozitif kiiltiir arasindaki antimikrobiyal etki sonuglarin farkliligi, nisinin kiiltiir ortamlarma esit bir sekilde
difiize olmamasi ile mikroorganizmalarin antimikrobiyal bilesige kars1 farkli hassasliklar gostermelerinden
kaynaklanmistir (Pires ve ark., 2008).

Nisinin, Gram negatif bakterilere kars1 etkisiz, ya da ¢ok az etki gosterdigi bilinmektedir (Kurt ve Zorba,
2005). Benzer bir etkiyle, bizim ¢alismamizda, nisin igeren metil seliiloz filmler Gram negatif olan E.coli ve
S. Enteritidis’e kars1 herhangi bir antimikrobiyal etki gostermemistir. Sekil 2, 3 ve 4.’de S. aureus ile L. mo-
nocytogenes’e karsi antimikrobiyal etki gdsteren nisin igeren aktif seliiloz filmlerin olusturdugu zon ¢aplari
goriilmektedir.
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Sekil 2. 3000 IU/cm? nisin ilave edilmis metil seliiloz filmlerin S. aureus’a kars1 antimikrobiyal etkisi

Sekil 3. Kontrol, 500 ve 1000 IU/cm’ nisin ilave edilmis metil seliloz filmlerin Listeria

monocytogenes’e karsi antimikrobiyal etkisi

Sekil 4. 2000 ve 3000 IU/cm’ nisin ilave edilmis metil seliiloz filmlerin Listeria monocytogenes’e

kars1 antimikrobiyal etkisi
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4. SONUC

Nisinin gidalarim korunmasinda uygulanan kullanim sekillerinden birisi de, gida yiizeyine uygulanan film-
ler ile olmaktadir. Bu tiir antimikrobiyal 6zellikteki bioaktif filmler, temas ettikleri gida yiizeyinde mikrobiyal
gelisimi etkileyebilmektedir. Nisin, kullanildig1 biyofilmlerden gida ylizeyine belli oranlarda gecerek, ylizeyde
mikrobiyal gelisimi engelleyebilmektedir. Ozellikle de nisinin hastalik ve dliimlere yol agan, L. monocytoge-
nes’i etkin bir sekilde inaktive etmesi, et ve et iiriinlerinde nisin i¢eren aktif filmlerin kullanimima ydnelik
arastirmalari tesvik etmektedir. Ayrica nisin, antimikrobiyal olarak {iriinlerde nitrit kullanimina yonelik, belli
diizeylerde alternatif olusturabilmektedir. Yapilan bu in vitro ¢aligma ile, nisin igeren metil seliiloz yenilebilir
filmlerin, antimikrobiyal 6zellikleri ortaya konularak gida giivenligi acisindan aktif filmlerin kullanilabilme
alternatifi sunulmustur.
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LAKTIK ASIT BAKTERILERININ TANILANMASINDA KULLANILAN BASLICA FENOTIPIK
VE MOLEKULER YONTEMLER

Oktay YERLIKAYA*
OZET

Sagliga yararli etkileri ve fermantasyon olaylarinda 6nemli fonksiyonlari olan laktik asit bakterileri
gida endiistrisinde kullanilan bakterilerin en 6nemlileri arasindadir. Laktik asit bakterilerinin kesin olarak
tanimlanmalar1 teknolojik, ekolojik ve gilivenlik agisindan biiyiilk 6nem tagimaktadir. Geleneksel tanimlama
caligmalari ile bu bakterilerin tanilanmasi uzun zaman almakta ve yiik getirmektedir. Genetik ¢alismalarin
hiz kazanmasiyla birlikte, siit iiriinlerindeki dogal laktik asit bakterilerinin molekiiler yontemler kullanarak
aragtirmalarina baslanmis ve basarili sonuglar elde edilmistir. Iyi bilinmektedir ki, dogal olarak bulunan
mikroorganizmalarin 6nemli bir kismi geleneksel peynirlerin kendine ozgii tat, aroma ve yapilarinin
olusmasinda biiylik katki saglamaktadir. Bunun yaninda, temel ekosistem ile ilgili mikroorganizmalarin tam
anlamiyla nicel ve nitel olarak belirlenmesini saglayabilecek molekiiler yontem bulunmamaktadir. Bu nedenle,
mikroorganizmalarin daha nesnel tanilanmasi i¢in molekiiler yontemlerin kombinasyonlar1 uygulanmalidir.

Bu makalede siit tiriinlerindeki laktik asit bakterilerinin tanilanmasinda kullanilan kiiltiire bagh ve kiiltiire
bagli olmayan molekiiler yontemler {izerinde durulmustur.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterileri, molekiiler yontemler, bakteri tanilama, siit {irinleri, PZR

MOLECULAR AND PHENOTHPIC MEDHODS FOR LACTIC ACID BACTERIA
IDENTIFICATION

ABSTRACT

Lactic acid bacteria, that are healthy for people and have important properties for fermentation reactions, are
placed into most important bacteria used in food industry. Certain identification of lactic acid bacteria plays
an important role in technologic, ecologic and safety subjects. Identification of these bacteria by traditional
identification studies takes longer time and it is more difficult. It is started to be researched that natural lactic
acid bacteria in dairy products associated with genetic studies are getting faster, and successful results are
obtained. It is well-known that an important part of microorganisms naturally found, contribute to specific
flavor, aroma and texture of traditional cheeses. Furthermore there is no molecular method that could determine
microorganisms which are related to main ecosystem qualitatively and quantitatively exactly. For this reason,
combinations of molecular methods should apply for more objective identification of microorganisms. In this
review, it was emphasized that molecular methods depends and don’t depend on culture used in identification
of lactic acid bacteria in dairy products.

Key Words: Lactic acid bacteria, molecular methods, bacteria identification, dairy products, PCR
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1. GIRIS

Mikrobiyoloji bilim dalinin dogusu ile birlikte, tabiatta cok yaygin olarak bulunan laktik asit bakterileri
(LAB) ile ilgili ¢alismalar da baslamustir. ilk kez 19. yiizy1l sonlarinda siitte fermantasyona ve pthtilasmaya yol
acan bakteriler laktik asit bakterileri olarak isimlendirilmis ve daha sonraki yillarda Lactobacillaceae familyas1
icinde smiflandirilmislardir. Morfolojik agidan ¢ok degisken 6zellik gdsteren kisa ya da uzun gubuk veya kok
sekilli familya {iyeleri fizyolojik acidan oldukca benzer 6zellik gostermektedirler. Tiim iiyeler; Gram pozitif,
katalaz negatif, Sporolactobacillus inulinus hari¢ spor olugturmayan, fakiiltatif anaerobik Pediococcus cinsi
harig yalniz tek diizlemde bdliinen ve bazi istisnalar harig¢ hareketsiz, cubuk veya kok seklinde bakteriler olarak
tanimlanmaktadir. Mutlak fermantatiftirler ve asil fermantasyon iiriinii olarak laktik asit iretmektedirler. Tiirden
tiire degismekle birlikte organik asit, diasetil, hidrojen peroksit, bakteriyosin, karbondioksit, asetaldehit, etanol
ve diger metobilitleri de liretmektedirler. Dogal ortamlari basta siit ve siit liriinleri olmak iizere islenmemis, taze
veya clirlimiis bitkiler, insan ve hayvanlarin barsak mukoza ve igerikleridir (Con ve Gokalp, 2000; Yerlikaya
ve Kesenkag, 2009).

Peynir, yogurt, kefir, kimiz, ayran ve probiyotik siit iiriinlerinde Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Enterococcus ve Streptococcus tiirleri en sik kullanilan LAB arasindadir. Bazi arastiricilar Bifidobacterium,
Propionibacterium ve Brevibacterium tiirlerini filogenetik agidan LAB olarak degerlendirmese de, bu tiirler
pek cok fermente gidanin iiretiminde kullanilmaktadir. Ancak bunlardan bazilar1 LAB-benzeri o6zellikler
gostermektedir (Fuller, 1989; Klaenhammer et al., 2002). Bunun yaninda Enterococcus tiirleri 6zellikle pek
cok geleneksel peynirlerin dogal florasini olusturarak {iriiniin tat, yapi ve dokusal 6zelliklerine etki etmesine
karsin, diger pek ¢ok laktik asit bakterisi gibi GRAS (genellikle giivenli kabul edilen) statiisiinde degildir
(Yerlikaya ve ark., 2010). Baz1 laktik asit bakteri genuslarina ait mikroskobik goriintiiler Sekil 1.’de verilmistir.

Lactococcus

Pediococcus Enterococcus

Sekil 1. Bazi laktik asit bakteri genuslarina ait mikroskobik goriintiiler (Dogan, 2009)
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Siit tirlinlerinin mikrobiyal ekosistemi ¢ok karmasiktir ve siit {irlinlerinin tat, aroma ve yapilarinin genis bir
cesitlilik kazanmasindan sorumludur. Pek ¢ok bakteri peynir ve fermente siit iiriinlerinin organoleptik kalite-
sinin saglanmasinda olumlu etki ederken, bunun tersine bazi bakteriler insan sagligin tehdit edici etkiler gos-
terebilmektedir. Peynir iiretimi biiyiik oranda dogal veya starter kiiltiir olarak eklenen laktik asit bakterilerinin
(LAB) fermantasyonuna dayanmaktadir (Ogier et al., 2004). Siit iiriinlerinin mikroorganizma igerigi, starter ve
non-starter laktik asit bakterileri, diger bakteriler, mayalar ve ipliksi mantarlardan olusmaktadir. Bu bakteriler
peynir olgunlagmasi siiresince dnemli rol oynamaktadir. Starter ve ikincil bakteriler peynirin fiziksel ve kimya-
sal 6zelliklerini degistirmekte ve peynirin aroma, tat ve yapisal karakteristiklerini biiyiik 6l¢iide etkilemektedir
(Beresford et al., 2001; Jany and Barbier, 2008).

Pek ¢ok gidanin iiretiminde kullanilan LAB’nin taksonomik farklilagmasinda, bunlarin fizyolojik ve biyo-
kimyasal 6zelliklerinin kolayca saptanabilmesi ve endiistriyel uygulamalarda ¢ok 6nemli olduklarinin ortaya
konmasinin rolii biiyliktiir. LAB’lerini tanilamada ilk olarak kullanilan karakterler; siitte ve diger besi ortam-
larina alindiklarinda olusturduklari laktik asit miktarr, minimum, optimum ve maksimum gelisme sicakligi,
oksijene tolerans, farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme, gaz ve ugucu aroma bilesikleri iiretmeleri ile pH’ya
toleranstir. Bunun yaninda LAB’lerinin olusturduklari laktik asit izomerlerinin basit kitler kullanilarak saptan-
masi da gegerli bir 6l¢iittiir. Yine, argininden NH3 olusumu, eskiilini hidrolize etme yetenekleri, safra tuzlarina
direng gibi 6zelliklerden de yararlanilmaktadir (Kilig, 2008).

Molekiiler yontemler ¢evresel ornekler, gidalar ve diger karmasik ekosistemde bulunan mikroorganizma-
larin saptanmasi, tanilanmasi ve karakterize edilmesi i¢in kullanilan araglardir. Son on yildir, gida mikrobiyo-
lojisi uygulamalar1 arasina giren kiiltiire bagli molekiiler yontemlerin uygulanmasi dnceden ekimi yapilmayan
ornekten toplam mikrobiyal DNA’nin izolasyonuna ve 16S rRNA geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemi ile ¢cogaltilmasina dayanmaktadir. Belirtilmelidir ki kiiltiire bagh veya kiiltiire bagli olmayan mo-
lekiiler yontemler, sadece bakteriyel DNA’nin direk 6rnekten veya kiiltiir ortamindaki bakteri kolonisinden
alinip alinmadigima bagh olarak uygulanabilmektedir. Iyi bilinmektedir ki, geleneksel kiiltiire alma karmasik
cevrenin tiim mikrobiyal ¢esitliligini icermemektedir (Giraffa and Neviani, 2001; Rantsiou et al., 2004; Ben
Amor et al., 2007; Hovda, 2007). Geleneksel peynirlerin tipik duyusal 6zellikleri geleneksel peynir yapim
uygulamalari, siit hayvanlarmin beslenmesi ve mikrobiyal toplumun c¢esitlilik ve etkinligine bagli olmaktadir.
Peynir mikroflorasinin kalitatif ve kantitatif bilesimi ve aktivitesi olgunlagma boyunca duyusal karakteristik-
lerin gelisiminde 6dnemli bir rol oynamaktadir (Duthoit et al., 2003).

Siit ve tiriinlerinin mikrobiyal ekosisteminin gesitliligi ve canliligi ile ilgili ¢alismalar her gegen giin artmak-
ta, DNA (veya RNA) nin herhangi bir kiiltivasyon kullanmadan direk analizine dayanan kiiltiire bagli olmayan
yontemlere egilim artmaktadir. Temel olarak, bu yontemler toplam bakteriyel DNA ve/veya RNA’nimn 6rnek-
ten direk olarak ekstraksiyonu ve PZR ile ¢ogaltilmasini kapsamaktadir. Mikrobiyal yogunluk ¢aligmalarinda
primer, gen ve/veya c¢esitli 16S rRNA gen bolgelerinin pek ¢ok kombinasyonunun genis 6l¢iide kullanildig:
konusunda pek ¢ok caligma yaymlanmistir. Amplifikasyon teknikleri kullanilarak sentezlenmis DNA dizileri,
jel veya kapiler elektroforez ile veya hibridize edilerek 6zel problara ayrilabilmektedir (Jany and Barbier,
2008; Randazzo et al., 2009). Bu ¢alismada siit iiriinlerinde bulunan laktik asit bakterilerinin tanilanmasinda
kullanilan kiiltiire bagli olmayan molekiiler yaklagimlar 6zetlenmistir.

2. LAKTIK ASIT BAKTERILERININ TANILANMASINDA KULLANILAN FENOTIPiK VE GE-
NOTIiPiK YONTEMLER

Genelde, fenotipik bakteri tanimlama yontemleri genotipik yontemlere nazaran daha ucuzdur. Pek c¢ok fe-
notipik tanilama ¢alismasi API (BioMérieux), BIOLOG, Enterotube (Roche), Phoenix (BD), MicroScan (Dade
Behring) veya CRYSTAL Api (BBL) gibi minyatiire edilmis tanilama kitleri ile gerceklestirilmektedir. Feno-
tipik tekniklerin baz1 LAB i¢in kullanish oldugu diisiiniilse de, sonuclarin benzer genotip gosteren tiirler ara-
sinda hatali sonug verdigi iddia edilmektedir. Otomatize tanilamalar hizl, yliksek dogrulukta, tekrarlanabilir
tanilama yaparlar ve daha az teknik is giicii gerektirirler. Pahali olmasi, bakteri morfolojisini 6nceden bilmenin
gerekliligi, cok uygun yogunlukta bakteri siispansiyonu hazirlama zorunlulugu, biyokimyasal 6zellikleri yakin
benzerlik gosteren tiirlerin identifiye edilerek birbirinden ayrilmasinin zorlugu gibi dezavantajlar1 da vardir. Bu
nedenle, genotipik tanilama yontemlerinin kullanilmasi daha dogru siiflandirma ve ayrim saglamak amaciyla
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uygun goriilmektedir (McCartney, 2002).

2.1. FENOTIPiK TANILAMA YONTEMLERI

Ozellikle endiistriyel veya uygulamali mikrobiyoloji birimlerinde, gida kaynakli LAB’lerinin tanilanmasin-
da fenotipik testler hala kullanilmaktadir. Bu yontemler morfolojik ve fizyolojik karakterizasyon, karbonhidrat
fermentasyon testleri ve protein profillerinin belirlenmesini kapsamaktadir. Gida teknolojisinde yaygin olarak

kullanilan laktik asit bakterilerinin fenotipik 6zellikleri Sekil2, 3 ve 4’de ayrintili olarak verilmistir.
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Sekil 4. Lactococcus ve Enterococcus tiirlerinin fenotipik 6zellikleri (Giiley, 2008)

Gonzalez et al. (2000) balik ve tath su kaynaklarindan 249 adet LAB izolatim1 44 morfolojik ve fizyolojik
test kullanarak tanilamiglardir. Ancak bu izolatlarin biiyiik kismi (%90) yalnizca genus diizeyinde tanilanmigtir.
Tuncer (2009) Tiirk Tulum Peynirlerinden 39 adet enterokok tiirii izole etmis ve bunlar1 geleneksel fenotipik
yontemlerle tanilamistir. Caligma sonucunda tiirlerin dagilimini Enterococcus faecium (%43.58), Enterococ-
cus faecalis (%28.21) ve Enterococcus durans (%28.21) olarak saptamistir. Sanlibaba ve Akgelik (2000) ¢ig
siit ve peynir alt1 suyundan izole ettikleri 73 adet bakterinin tanilamasini geleneksel yontemlerle gergeklestir-
mis, ¢aligma sonucunda laktokok izolatlarmin 50 adedinin L. lactis subsp. lactis, 7 adedinin L. lactis subsp.
diacetylactis ve 16 adedinin de L. lactis subsp. cremoris susu oldugu saptanmistir. Sagdi¢ ve ark. (2002) 20
farkl tereyagi 6rneginden 55 adet LAB izole etmisler ve yaptiklar1 geleneksel tanilama calismasi sonucunda
bu tiirleri Streptococcus salivarius ssp. thermophilus (%21.2), Streptococcus sp. (%4.7), Lactobacillus delb-
rueckii ssp. bulgaricus (%20), Lactobacillus casei ssp. casei (%15.3), Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
(%2.3), Enterococcus faecium (%18.8). Leuconostoc pseudomesenteroides (Leuconostoc mesenteroides ssp.
dextranicum) (%7.1), Leuconostoc gelidum (Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides) (%4.7) and We-
issella paramesenteroides (Leuconostoc paramesenteroides) (%5.9) olarak tanilamiglardir.

Genellikle, bu fizyolojik testler ticari uygun sistemler kullanilarak belirlenen karbonhidrat fermentasyon
desenleri ile kombine edilmektedir. Corsetti et al. (2001) eksi maya 6rneklerinden izole ettigi 317 adet muh-
temel LAB’nin morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerini incelemis daha sonra ticari APISOCHL (BioMérieux,
Fransa) sistem kullanarak tanilamislardir. Buna ragmen, izolatlarin yalnizca % 38’1 tiir seviyesinde tanimla-
nabilmistir. Benzer sekilde Uganda geleneksel fermente siit igeceginden izole edilen 113 LAB kesin olmayan
tiir seviyesinde tanilanmistir (Muyanja et al., 2003). Yine iki adet kombine karbonhidrat fermentasyonu test
kitinin kullanim1 14 LAB izolatin tiir olarak ayirramamistir (Wijtzes et al., 1997). Akpinar et al. (2011) cesitli
geleneksel tiirk yogurtlarindan 208 adet LAB izole etmis, fenotipik tanilama yontemleri, API test kitleri ve
Vitek 2 kompakt sistem (BioM¢érieux, Fransa) kombinasyonu kullanarak bunlardan yalnizca 41 tanesini tiir
diizeyinde tanimlayabilmistir. Danova et al. (2005) kimizdan izole ettikleri bakterileri APISOCHL kiti kulla-
narak L. salivarius, L. buchneri ve L. plantarum olarak tanilamiglardir. Bu ¢alismalar fenotipik tanilama yon-
temlerinin zayif tekrar edilebilirlik ve diisiik taksonomik ayirma 6zelligi nedeniyle daha ¢ok genus seviyesinde
tanilanabildigini gostermektedir.

Protein karigimlarini analiz etmede kullanilan SDS-PAGE, poliakrilamid jel elektroforezinin degisik bir uy-
gulama seklidir. Bu yontem protein molekiillerinin biiyiikliiklerine gére ayrilmasi prensibine dayali bir yontem
oldugu i¢in, yontemden proteinlerin molekiil agirliklarinin belirlenmesi amaciyla da yararlanilabilmektedir.
Proteinler amfoter bilesiklerdir ve net yiikleri ortamin pH’sina baglidir. Bir ¢ézeltide pH proteinin izoelektrik
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noktasindan yiiksek ise, proteinin net yiikii negatiftir ve elektrik alan1 altinda anoda dogru, ¢6zelti pH’s1 prote-
inin izoelektrik noktasindan diisiik ise net yiik pozitif olacak ve protein katoda dogru hareket edecektir.

Proteinin net yiikii molekiil yapisina ve molekiil biiyiikliigiine baglh olarak degismektedir. SDS (CH-(-
CH)10-CHOSO-Na+) anyonik bir deterjandir ve polipeptit omurgasinin etrafini sararak proteini denatiire et-
mektedir. Proteinlere baglanirken segici olmayan SDS, polipeptide negatif yiik saglamaktadir. SDS-PAGE uy-
gulanacak ornekler, B-merkaptoetanol ve SDS igeren tamponda 5 dakika kaynar su banyosunda 1s1l igleme tabi
tutulmaktadir. Boylece proteinler denatiirasyona ugratilarak disiilfit baglarinin kirilmasi saglanir. Karigimdaki
her protein bu sekilde SDS molekiileriyle bagl zincir seklinde bir polipeptide doniismektedir. Bundan sonra
proteinlerin elektrik alan1 etkisi altinda toplanmasini saglayan ¢ok genis gbzeneklere sahip olan “6n ayirici jel”
ve bunun hemen ardindan da daha kiigiik gézenek caplar1 olan ve proteinlerin ayrilmasini saglayan “ayirict
jel”de, protein-SDS bilesiklerinin anoda dogru hareket etmesi elektrik alan1 altinda saglanmaktadir. Buna gore
de, denatiire edilmis proteinler elektrik yiiklerine gore degil yalnizca molekdil agirliklarina gore ayrilmaktadir
(Yilmaz ve Temiz, 2003).

Tam hiicre proteinlerinin Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) analizinin
LAB’lerinin tanilanmasinda daha giivenilir bir tanilama yontemi oldugu ispat edilmistir (Pot et al., 1994). Le-
isner et al. (2001) Malezya baharatlarindan 64 adet LAB izole etmis ve protein profillerini inceleyerek basarili
bir sekilde tiir seviyesinde tanilama yapmistir. Daha sonraki yillarda, probiyotik {iriin kaynakli 355 adet izolat
SDS-PAGE yontemi kullanilarak tanisi yapilmigtir (Temmerman et al., 2003a). Yiiksekdag ve Beyatli (2009)
kefir, beyaz peynir, kasar peyniri ve sucuktan toplam 36 adet laktik asit bakterisi izole edilmistir. Izole edilen
kiiltiirler biyokimyasal testler ve API 50 CH kiti ile tanimlanmis ve toplam protein profilleri Sodyum Dodesil
Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile belirlenmistir. Tanimlama testleri sonucunda 36 adet
laktik asit bakterisi, Leuconostoc cremoris (1 sus), Leu. mesenteroides (1 susg), Lb. brevis (1 sus), Lb. casei (2
sus), Lb. lactis (2 sus), Lb. plantarum (2 sus), Lb. helveticus (3 sus), Lactococcus cremoris (3 sus), Lc. lactis
(3 sus), Streptococcus durans (1 sus), Str. thermophilus (2 sus), Pediococcus acidilactici (2 sus), P. pentosaceus
(4 sus) ve P. dextrinicus (9 sus) olarak tanimlanmustir.

Yine proteinlerin SDS-PAGE analizi yapildiginda L. acidophilus, L. crispatus, L. amylovorus, L. galli-
narum, L. johnsonii, L. gasseri, L. plantarum, L. pentosus ve L. paraplantarum gibi tiirlerin tanilanmasinda
basarili bir sekilde uygulanmistir (Gancheva et al. 1999; Torriani et al., 2001).

Osmanagaoglu (2007) hazir gidalardan ve cesitli kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilen 88 adet farkh
LAB’ini jel elektroforezi ile pilazmid DNA’larinin analizi ve SDS-PAGE ile hiicre duvari protein profillerinin
analizini gergeklestirmis, fizyolojik, biyokimyasal/metabolik ve morfolojik testler {izerine kurulmus olan gele-
neksel fenotipik tanimlama yontemleri ile desteklenmistir. Bu baglamda hiicre duvari proteinlerinin SDS-PA-
GE’1 birgok tiir igeren fazla sayida LAB izolatlarmin tanimlanmasinda kolay, olduk¢a hizli ve giivenilir oldugu
saptanmuistir.

S6z konusu yontemlerin yaninda LAB’lerinin tanilanmasinda organik asitlerin ince tabaka kromatografisi
ve Yag Asidi Metil Ester (FAME) analizi gibi diger baz1 fenotipik yontemler de kullanilmaktadir (Lee et al.,
2001). LAB’lerinin tiir diizeyinde giivenilir bir sekilde tanilanmasi i¢in ¢oklu fenotipik teknikler siklikla kom-
bine halde kullanilmaktadir. Bdylece, bir yontemde goriilen eksiklik diger yontemin giiglii 6zellikleri ile telafi
edilebilmektedir.

Ancak, pek cok laktik asit bakterisi benzer besinsel ihtiyaglara sahip olup benzer ¢evresel sartlarda gelisim
gosterdiklerinden tanilanmalarinda kullanilan geleneksel yontemler oldukca zaman alici ve ayirim giiglerin-
deki yetersizliklerinden dolayi siiphe uyandirmaktadir. Bununla birlikte biiylime kosullar1 hiicre morfolojisini
etkileyebilmekte ve bazi durumlarda genus diizeyinde tanimlama yaparken bile zorluk yaratmaktadir. Bundan
dolay1 LAB’lerinin genus ve tiir bazinda tanilanmasinda kullanilan fenotipik ve biyokimyasal 6zelliklere da-
yal1 yontemlerin kullanimi1 genellikle yanlis sonuglarin elde edilmesine sebep olabilmektedir (Kiran ve Osma-
nagaoglu, 2011).
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2.2. MOLEKULER (GENOTIPiK) TANILAMA YONTEMLERI

2.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR: Polymerase Chain Reaction) :

Bagaril1 bir polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli molekiiler yaklasim i¢in dncelikle toplam bakteri
DNA’sinin bir 6rnekten etkili bir sekilde 6nceden direk ekstraksiyonu gereklidir. Toplam bakteri DNA ekstrak-
siyonu ve saflastirilmasi pek ¢ok protokol kullanilarak gergeklestirilmektedir. Hangi ekstraksiyon protokolii
kullanilacak ise karmasik matriksde bulunan tiim bakterilerin DNA’s1 toplanmayabilir veya 6rnekte bulunan
tiim bakterilerin DNA’larinin ekstraksiyonu ayni derecede verimli olmayabilir. Bu nedenle, PCR amplifikas-
yonu Ornekte bulunan tiim laktik asit bakterinin amplikonlariin (klonlanmis ve PCR ile ¢ogaltilmis bir DNA
dizisi) elde edilememesiyle sonuglanabilmektedir.

Ek olarak, baz1 genotipler o6rnekteki diisiik tiir zenginligi nedeniyle fark edilmeden aynen kalabilmekte-
dir. Bu durumun goriilmesi, incelenen 6rnegin yetersiz homojenizasyonu, tamamlanmamus hiicre lizisi (hiicre
cozlinmesi) ve niikleik asit saliniminin engellenmesi ya da PCR iiriinlerinin inhibe edilmesi nedeniyle olabil-
mektedir. Ayrica, mikrobiyal topluluktan molekiiler tanilama i¢in kritik bir asama da, ¢ok ¢esitli organizma-
larin ayirt edilmesinde PCR’da amplifikasyon i¢in kullanilabilecek bir gen veya genetik markor’lin segimidir.
Gilintimiizde, bakteriyel 16S ribozomal RNA kalit blgesi (operon), kusatan 16S rRNA ve 23S rRNA genleri,
mikrobiyal ekoloji ¢alismalarinda molekiiler markor olarak ¢ok sik kullanilmaktadir (Justé et al., 2008).

Bununla beraber, 16S rRNA geni yakin iligkili tiirlerin tanilanmasinda giicliikler gostermektedir. Bu neden-
le, LAB tiirlerinin ayriminda elongasyon (uzatma) faktorii, Tu geni, rpoB geni, rpoA geni, DNA rekombinaz
geni (RecA) ve pheS geni gibi diger hedef genlerden faydalanilmaktadir (Randazzo et al., 2009; Naser et al.,
2005; Justé et al., 2008).

Cesitli gida tirtiniinde bulunan LAB’nin genus, tiir, veya sus diizeyinde spesifik olarak saptanmasinda kul-
lanilan en hizli PCR yaklagimi 6rnekten ekstrakte edilen toplam bakteriyel DNA’sinda hedef organizmalarin
PCR temelli saptanmasi i¢in 6zel primerlerin kullanilmasidir. Temel dezavantaji ise yalnizca 6rnekte olmast
beklenen mikroorganizmlarin saptanabilmesidir. Bu nedenle, bazi PCR analizleri geleneksel peynirler gibi
karmasik mikrobiyal ekosistemlerin analizinde siirli olmaktadir. Baz1 yaklagimlar ise siit {irinlerinde bulu-
nabilecek her bakteri tiirii i¢in 6zel primer eslesmesi gerektirdiginden ¢ok nadir kullanilmaktadir. Bununla
beraber, hedeflenen tiirlerin varliginin ve kesin tanilanmasinin onaylanmasi i¢in yardimci yaklagimlar da bu-
lunmaktadir (Ogier et al., 2004; El-Baradei et al., 2007).

Geleneksel Misir Domiati Peyniri’nde bakteriyel ekosistemin biyo-cesitliligi kalip DNA olarak peynirden
direkt olarak ekstrakte edilen DNA kullanimi tiire 6zgii PZR kullanimiyla aragtirilmistir. Peynirdeki bakteriyel
tiirlerin onaylanmasinda otuz bir tiire 6zgii primer kullanilmistir. Arastirmada, tiire 6zgii PCR teknigi kulla-
nilarak pek ¢ok Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc ve Staphylococcus genusu temsilcisi
saptanmistir (El-Baradei et al., 2007). Bununla birlikte, bazi kiiltiire bagl olmayan PZR yaklagimlar1 yaygin
bakteri primerleri kullanilan yontemlerden daha fazla emek istemektedir. Yine de, baz1 yaklasimlar diger kiil-
tiire bagl yaklagimlarin eksiklerinden biri olan her kiigiik LAB toplulugu iiyesini tanimlayabilmektedir.

2.2.2. PCR - Denatiire Gradiyen Jel Elektroforezi (PCR-DGGE: PCR-Denaturing Gradient Gel Ele-
ctrophoresis) ve PCR - Zamansal Sicaklhik Gradiyent Elektroforezi (PCR-TTGE: PCR- Temporal Tem-
perature Gradient Gel Electrophoresis) :

Denatiire gradiyen jel elelektroforezi (DGGE) farkli isletme kosullarinda mikroorganizma popiilasyonunda
meydana gelen degisimleri izlemek amaciyla kullanilan bir tekniktir. Mikrobiyal tiir tayininde, kiiltiirden izole
edilen 16STRNA 06rnegi, birlestirilmis zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile ¢ogaltilmakta ve RNA profili be-
lirlenerek karigik kiiltlirlin hangi bakterilerden olustugu belirlenmektedir. Dizi analizi dncesi tiir farkliliklari,
(DGGE) teknigi ile Guanin (G) ve Sitozin (C) igerigine gore tespit edilmektedir. DGGE analizinde denatiire
madde (formamit ve tire karigimi), poliakrilamit jellerdeki yar1 erimis, ¢ift sarmalli DNA molekiillerinin elekt-
roforetik hareketine baglidir. Mevcut ¢alismalarda bu deneyden faydalanilarak tiirlerin zamana bagh degisim-
leri gdzlemlenmektedir (Ozkaya ve Demir, 2011).

Tiirlerin birbirinden ayirt edilmesi i¢in klasik PCR ile 16S rRNA genlerinin ¢ogaltilmasindan sonra, DGGE
analiziyle tiirler birbirinden ayirt edilmektedir. Dizi analizi igin segilecek klonlarin miktar1 PCR ve DGGE
analizleri sonunda tespit edilmektedir. PCR ya da DGGE jellerinde goriintiilenen bandlar, uygun saflagtirma
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kitleri kullanilarak saflastiritlmakta, bu iirlinler daha sonra “dye terminator cycle sequencing” reaksiyonuna
sokularak floresan isaretli pargalarin amplifikasyonlar1 gerceklestirilmektedir. Elde edilen iiriin saflastirilmakta
ve formamid ¢6zeltisi i¢inde siispanse edilmektedir. Kapiler elektroforez teknigi ile ¢alisan cihazdan el edilen
dizi analizi verileri, A-G-C-T dizin dosyalar1 bigiminde kopyalanarak, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ internet
sitesinde BLAST programinda degerlendirmeye alinmakta ve bu veri tabaninda tanimlanmis mevcut tiirlerle
olan muhtemel farkliliklar raporlanmaktadir (Ozkaya ve Demir, 2011).

TTGE teknigi ise, DGGE teknigine benzemekle birlikte denatiire edici gradiyent jelleri kullanilmadan ger-
ceklestirildiginden bu yontemin daha basit, hizli ve kolay tekrarlanabilir olmasii saglamaktadir (Yoshino et
al. 1991). Cogaltilan DNA, iire iceren poliakrilamid jel iizerine yerlestirilmektedir. Elektroforez siiresince,
sicaklik yavas yavas ve diizenli olarak arttirilmaktadir. Sonugta elektroforez siiresince linear bir sicaklik gradi-
yeni elde edilir. Denatiire ortam jeldeki iire konsantrasyonuna gore hal almaktadir.

Siit {irinlerinin mikrobiyal yogunluk ve hareketlerin kiiltiire bagli olmayan PCR-DGGE/TTGE molekii-
ler yontemleri kullanilarak incelenmesi i¢in; genomik bakteriyel DNA ve/veya RNA, 6rnekten direkt olarak
izole edilmeli ve ¢esitli 16S gen bdlgelerinin ¢ogaltilmast gerekmektedir (Florez and Mayo, 2006; Rantsiou
et al., 2008). Mikrobiyal ekolojide PCR-DGGE tekniginin kullanimi1 Muyzer ve ark. (2004) tarafindan ortaya
konmustur. Pek ¢ok arastirici birgok laboratuvarda mikrobiyal yogunlugun arastirilmasinda uygun bir teknik
olarak bu teknigi kullanmaktadir. PCR-DGGE genellikle kiiltivasyona gerek kalmadan mikrobiyal toplulugun
yapisinin incelenmesinde kullanilmaktadir (Muyzer and Smalla, 1998; Ercolini, 2004).

PCR-DGGE/TTGE teknigi kullanilarak siit {iriinlerinde bulunan mikroorganizma ¢esitliligi ve yogunlu-
gu pek cok arastirici tarafindan calisilmistir. Bazi ¢alismalarda, belirtilmektedir ki farkli peynir gesitlerinin
mikrofloras1 peynir yapim teknolojisinden etkilendiginden dolay1 kendine 6zgiidiir ve birbirinden bagimiz
ozellikler gosterebilmektedir. Ustelik farkli bolgelerde iiretilen ayni tip peynirlerin de farkli mikrobiyolojik
kompozisyon gosterdigi de tespit edilmistir. Ayrica, herhangi bir peynirin tiim mikroflora karakteristiginin
ortaya ¢ikarilmasinda evrensel molekiiler yaklasim da bulunmamaktadir. Son caligmalar yalnizca geleneksel
peynirlerin mikrobiyal yogunluk ve dinamigini belirlemede ¢cok asamali yaklasimlart incelemek gerektigini
dogrulamaktadir ve farkli LAB tiirlerinin belirlenmesinde kullanilan farkli yontem tekniklerini vurgulamak-
tadir (Aponte et al., 2008; Randazzo et al., 2009). 16S rRNA geninin farkli degisken gen bolgelerinin amplifi-
kasyonu ve/veya 16S rRNA geninin ayn1 degisken gen bolgelerinin farkli genel bakteri primerleri ile eslesmesi
farkli sonuglar verebilmektedir. Buna ek olarak, farkli DGGE sartlar1 PCR amplikonunun (klonlanmis ve PCR
ile ¢ogaltilmig bir DNA dizisi) ayriminin farkli kararlilik gostermesiyle sonuglanabilmektedir.

Stilton peynirinin bakteriyel popiilasyonu iizerine yapilan bir ¢alisma Leuconostoc toplulugunun temsil
edilmesi i¢in yalmizca 16S rRNA geninin V4-V5 bolgesinin amplifikasyonunun saptanmasinin yeterli oldugu-
nu, V3 bolgesinin ise basarisiz oldugunu ortaya ¢gikarmistir (Ercolini et al., 2003). Benzer sonuglar Provolone
del Monaco peynirinin mikroorganizma yogunlugu ve hareketi iizerine yapilan ¢alismada da V3 gen bdlgesi
yerine V6-V§ bolgelerinin amplifikasyonunun daha yiiksek mikrobiyal yogunluk gdsterdigini ortaya konmus-
tur (Aponte et al., 2008). Peynirin enterococcal popiilasyonunun DGGE’de analizinde farkli primer ciftleri
kullanildiginda 6nemli bir farklilik gézlemlenmistir. Bu durum basarili bir DGGE analizi i¢in uygun primer
cifti se¢iminin kritik bir asama oldugunu gdstermistir (Mohar Lorbeg et al., 2009). Karigik mikrobiyal bir top-
lulukta tiirlerin tamaminin saptanmasi DGGE yonteminin bir diger zorlugudur. Séyle ki, popiilasyonun diigiik
oranini olusturan tiirler kolaylikla saptanamaz (Muyzar et al., 1993).

Cok sik, karisik popiilasyondan bazi tiirlerin konsantrasyonlar1 104 CFU/g seviyesinden disiik oldugunda
PCR-DGGE yo6ntemiyle tanilanamaz (Cocolin et al., 2001; Fontana et al., 2005). Bununla beraber, bu durum
diger primerler PCR amplifikasyon agamasinda uygulandiginda dogru olamaz. DGGE analizinde saptama si-
nir1 tiirlere ve belki de suslarin dikkate alinmasina baghdir. Yine de, kiiltiire bagimsiz PCR-DGGE yo6ntemi-
nin hassasiyet sorunu genel bakteri primerlerinin yerine grup (genus)’lara 6zgii 6zel primerlerin kullanimryla
gelistirilebilmektedir ve bu yolla kiigiik topluluklar da saptanabilmektedir (Coeuret et al., 2003; Ben Amor et
al., 2007).

Ogier et al. (2002) baz siit iirlinlerinde bulunan Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Pediococcus, Streptococcus ve Staphylococcus genuslarinin tanilanmasinda TTGE teknigini kullanmislardir.
Yontem bakterilerin diisiik Guanin-Sitozin yapili genomlarin 16S rDNA V3 bolgelerindeki farkliliklara da-
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yandirilarak optimize edilmis, sonug alarak TTGE’nin siit iirlinlerinde bilinmeyen ekosistemlerin bakteri flo-
rasinin belirlenmesinde kullanilabilecegini ortaya koymustur. TTGE i¢in saptama sinir1 azinlik tiirlerin 1:100
veya daha az toplam DNA konsantrasyonu bulundugunda gozlemlenmektedir. Tiirlerin TTGE ile saptanmasi,
hem diisitk DNA konsantrasyonlarinda hem de toplam DNA konsantrasyonu varliginda kisitli olabilmektedir.
Toplam ekstrakte edilen DNA’daki dominant tiirlerin DNA’lar1 tarafindan PCR primerleri i¢in rekabet, TTGE
duyarlilig1 i¢in smirlayict bir faktordiir (Ogier et al., 2002; Henri-Dubernet et al., 2004). Geleneksel peynir-
lerin metabolik olarak aktif mikroflorasini ortaya ¢ikarmak i¢in bazi yazarlar ters-transkripsiyonlu (RT) RNA
iizerinde analizler uygulamislardir. RT-PCR-DGGE (RNA temelli) ve PCR-DGGE (DNA temelli) kombine
kullanimi toplam mikroflora gesitliliginden metabolik aktif bilesenlerin ayirt edilmesine olanak saglamistir
(Florez and Mayo, 2006; El-Baradei et al., 2007; Jany and Barbier, 2008; Rantsiou et al., 2008).

RNA temelli DGGE profili DNA temelli DGGE profili ile karsilastirildiginda yoresel Sicilya peynirinin
olgunlagmasi siiresince mikrobiyal gruplarin saptanmasi igin oldukg¢a yiiksek derecede metabolik aktivite be-
lirlenmistir (Randazzo et al., 2002). Bu nedenle, RT-PCR-DGGE yaklagimi farkli olgunlagsma periyotlarinda
farkli mikrobiyal gruplarin aktif olabilmesinden dolay1 uzun siire olgunlastirilan peynirler konusunda yapilan
calismalarda daha uygun olabilmektedir. Bakteriler canli da olsa cansiz da olsa DNA’lar1 genellikle peynir
matrisinde bulunmaktadir. RNA DNA’dan daha az stabil oldugunda, RNA 6lii organizmalarda daha hizli bo-
zulacaktir. Ek olarak, RNA temelli uygulamalarin DNA temelli uygulamalara gore daha hassas oldugu diisii-
niilmektedir (Justé et al., 2008). DNA temelli yaklagimlarin eksikligi Lcitra et al. (2007) tarafindan 7 ay olgun-
lagtirilmis Ragusano peynirinin PCFR-TTGE analizinde ortaya konmustur. PCR-TTGE peynirin olgunlagma
stirecindeki mikroflora degisiminde herhangi bir degisiklik ortaya koymamastir.

2.2.3. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi-PCR (SSCP-PCR: Single-Strand Conformation Poly-
morphism-PCR) :

SSCP-PCR denatiire (single-stranded) PCR firiinlerinin ayrilmasi igin ya akrilamid jel temelli ya da kapi-
ler temelli otomatik sekanslayici (dizici) kullanilan molekiiler bir tekniktir. Denatiirasyonun olmadig: sartlar
altinda, tek-iplikli DNA niikleotid dizilimine ve fiziko-kimyasal ortamina gore tersiyer (3. derece) yapilara
katlanmaktadir. Bu durum denatiire olmayan jellerde elektroforetik hareketlilikte farkliliga neden olmaktadir
(Jany and Barbier, 2008). Genel primerlerin kullanim1 nedeniyle, SSCP, diger kiiltiire bagli olmayan molekiiler
yontemler gibi, herhangi bir a priori bilgisi olmadan populasyondaki tiirler hakkinda daha objektif bilgi ver-
mektedir (Duthoit et al., 2003).

Cig siitten iiretilen Salers peynirinde mikrobiyal toplulugun analiz edilmesinde 18S rRNA geninin V4 bol-
gesi ve 16S rRNA geninin V2 ve V3 bolgelerinin amplifikasyonu, geleneksel Saint-Nectaire peyniri ve ¢ig
siit analizinde 16S rRNA geninin V3 bolgesi amplifikasyonu kullanilmigtir. SSCP-PCR analizi bazi SSCP
piklerinde tiirlerin kromotogramlar1 nedeniyle etkilenebilmektedir. Bu nedenle, mikrobiyal yogunluk eksik
degerlendirilmesine neden olabilmekte ve yalnizca dominant popiilasyon saptanmaktadir (Saubusse et al.,
2007; Verdier-Metz et al., 2009).

2.2.4. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) :

16S rRNA gen problari ile floresan in situ hibridizasyon gida matrisindeki mikroorganizmalarin fiziksel
saptanmas1 ve mikrobiyal tanilanmasini saglayan kiiltiire bagimsiz molekiiler yontemdir. Bu yontem ayni za-
manda ¢evresel drneklerdeki mikrobiyal popiilasyonun dagilimi hakkinda bilgi vermektedir. Gida mikrobiyo-
lojisinde, FISH bakterilerin izolasyona gerek kalmadan in situ tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Cocolin et
al., 2007). Bu yontem PCR temelli bir molekiiler teknik degildir floresan kullanilarak etiketlenen 16S rRNA
bakteriyel alan probu peynir gibi gida matrislerinde yayilmis mikrobiyel hiicre kolonilerinin arastirilmasina
olanak vermektedir. FISH niikleik asit dizilimlerini floresan 6zellik kazandirilmis prob yardimiyla belirlemek-
tedir. Oligontikleotid problari, her taksonomik genusa 6zel ve tiire 6zel seviyeye indirecek sekilde hedef 16S
rRNA gen bolgesine gore dizayn edilmelidir (Motter and Gobel, 2000; Ercolini et al., 2003).

Temel anlamda, FISH analizi baz1 agamalardan olugmaktadir: (i) 6rnek hazirlanmasi ve hiicre fiksasyonu
(saptama), genellikle formaldehit kullanarak; (i) mikroskobik kizak iizerine 6rnegin sabitlenmesi (iii) probun
artan gegirgenligine hiicre uygulamalar (iv) floresan 6zellik kazandirilmig etiketli oligoniikleotid problarla
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in situ hibridizasyon. Hibridizasyondan sonra parcanin epifloresan mikroskop ile incelenmesi (Amann at al.,
2001; Giraffa and Neviani, 2001). FISH Stilton peynirinde bakteri toplulugu yapi ve yerlesimi incelemelerinde
de kullanilmistir. Floresan 6zellikteki etiketli oligonukleotid problar Lactococcus lactis, Lactobacillus planta-
rum ve Leuconostoc pseudomesenteroides’in saptanmasi igin gelistirilmistir. Bu problarin ve bakteri probunun
Eub338’in birlikte kullanim1 peynir matrisinde bulunan farkli mikrobiyal tiirlerin saptanmasinda basarili ol-
mustur (Ercolini et al., 2003). Feta peyniri 6rneklerinin mikroflorasinda bulunan Streptococcus thermophilus,
Lactococcus spp. ve L. plantarum gibi bakteriler, FISH teknigi kullanilarak analiz edilmistir. Hedeflenen 6zel
bir grup veya tiir oldugunda, FISH teknigi ¢cok kullanigli olmaktadir.

2.2.5. Real Time PCR (qPCR) (Ger¢ek Zamanh PCR) :

Son yillarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri saglamak i¢in kullanilan cihazlarin hassas 6l¢iim
aletleriyle birlestirilmesi, Real-time PCR olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden olmustur.
Real-time PCR’da iirlinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu nedenle, agaroz jel elektroforezi,
DNA bantlarinin mor 6tesi 151k altinda goriintiilenmesi gibi islem uygulamalarina gerek kalmamaktadir. Re-
al-time PCR f{irlinlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgilin olmayan floresan boyalardan yada
diziye 6zglin problardan yararlanilmaktadir. Real-time PCR reaksiyon esnasinda her bir PCR sikliisiinde ye-
terli miktarda iiriiniin verdigi floresans 1s18a gore calisip reaksiyonda asama agama olusan iirlinii sonuna kadar
kontrol eden bir sistemdir (Aydin-Sayitoglu, 2005).

RNA molekiilii PCR ile gogaltilamadigindan PCR agsamasindan 6nce RNA ters transkriptaz (reverse transc-
riptase) enzimi kullanilarak cDNA (komplementer DNA)’ya c¢evrilir. Ardindan DNA, PCR ile ¢ogaltilmak-
tadir. Bu sentezleme agamasi RT-PCR olarak adlandirilmaktadir. Floresan 1sima tekniklerinin de kullanima
girmesiyle kinetik revers transkriptaz-PCR (RT-PCR)’da bir devrim yasanmaktadir. Bu sayede tiimor hiicrele-
rinin ilag direnglerinden kemoterapi taramalarina ve timdr evrelerinin molekiiler saptanmasina kadar uzanan
bir ¢ok farkli alanda gen anlatimini sayisal bir deger olarak 6l¢gmek miimkiin olmaktadir. Bu gelisme sayesinde
artik gen kopya tiriinlerinin diizeylerini sayisal degerlere doniistiirerek 6l¢cmek, devam eden PCR reaksiyonunu
ekranda izleyerek ‘Real Time’ (eszamanli) olarak reaksiyonun gidigsine miidahale etmek ve PCR dongiilerinin
sayisiyla oynayabilmek de miimkiindiir. Birgok adlandirmayla anilan bu teknolojiye floresan okuma yapmasi
nedeniyle yabanci yayinlarda Floresan Kantitatif RT-PCR, Kantitatif-kinetik PCR gibi ¢esitli adlar altinda
rastlamak miimkiindiir (Aydin-Sayitoglu, 2005).

Italyan geleneksel ve endiistriyel peynirlerde hedef gen olarak bir fenilalanil-tRNA sentaz (PheS) kiiltiir-
den bagimsiz qPCR kullanimi Enterococcus gilvus’un varligini ve miktarin1 degerlendirmek icin optimize
edilmistir. Enterococcus gilvus’un diger LAB’lerinden kesin olarak ayirt edilmesi belgelenmis, boylelikle real
time-PCR tahlilinin kesin 6zgiinligii ispatlanmistir (Zago et al., 2009). Ongol et al. (2009) yogurt ve meyveli
yogurtlardaki Streptococcus thermophilus miktarini real-time PCR yontemiyle belirlemislerdir. Streptococcus
thermophilus’un standart sayimi ile qPCR ile sayimi arasinda standart plak sayimimin % 3.96 oraninda lehinde
fark ile iki yontem arasinda yiiksek benzerlik gosterdigi saptanmistir. Lactococcus lactis ssp. cremoris ATCC
19257 susu karisik kiiltiirle fermente edilen siit {irliniindeki miktar1 da qPCR teknigi kullanilarak basarili bir
sekilde belirlenmistir. Calisir durumdaki 6zel primerler kullanilarak, karigik kiiltiiriin her mililitresinde bulu-
nan Lactococcus lactis ssp. cremoris ATCC 19257 susunun saptama sinir1 200 CFU olarak tespit edilmistir
Enterococcus faecium ve Bifidobacterium infantis’in segici olarak hatasiz saptanmasi igin 16S rRNA gen
parcalarinin amplifikasyonu iizerine dayali real-time PCR y6nteminin uygun bir yaklasim oldugunu kanitla-
muslardir.

DNA temelli real-time PCR yaklagimlarina ek olarak, Monnet et al. (2008) kiiltiirleme olmadan peynirden
RNA ekstraksiyonu igin bir yontem gelistirmis ve Lactococcus lactis i¢in real-time ters transkripsiyon PCR
optimize etmistir. RNA temelli RNA real-time PCR hedefin metabolik durumu ve niceligi hakkinda faydali
veri saglamigtir. Genel anlamda, kiiltiire bagli olmayan real-time PCR yontemi gelistirme hassasiyet, kesinlik
ve robotik otomasyon imkan1 gibi avantajlar saglamaktadir (Powel et al., 2006).
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2.2.6. Terminal Restriksiyon Parcacik Uzunluk Polimorfizmi (T-RFLP: Terminal Fragment Lenght
Polymorphism) :

T-RFLP teknigi 16S rRNA geninde varyasyona dayanan karmagik mikrobiyal yogunlugu degerlendirmek
icin kullanilan hizli, hassas ve tekrarlanabilir yontemdir. Analiz farkli ¢cevresel sartlardaki veya bakterilerin
dogal ortamlarindaki yap1 ve yasamlarini incelemekte kullanilabilmektedir (Anonim, 2011a). T-RFLP analizi
belirli bir genin polimorfizminin analiz edilmesiyle mikrobiyal bir toplulugun parmak izinin alinmasina olanak
vermektedir. Analiz floresan etiketli 16S rRNA geni son PCR iiriiniiniin restriksiyon endoniikleaz dijesyonu-
nuna dayanmaktadir. Yontem 6rneklerin mikrobiyal topluluklarin tiir kompozisyonuna bagli olarak belirgin
profilleri (parmak izi) saglamaktadir (Griintzig et al., 2002).

Ug adet Tilsit tipi peynirlerin sekiz haftalik olgunlasma periyodu boyunca peynir yiizeyinde bulunan komp-
leks bakteriyel floranin {iyelerini karakterize etmek i¢cin T-RFLP analizi gergeklestirilmistir (Rademarker et al.,
2005). Calismada Hae III ve Cfo I restriksiyon enzimleri kullanilmigtir. Starter suslardan pek ¢ogu 2-4 haftanin
sonunda maksimum seviyeye ulasmis, ancak 8 hafta sonunda gozlemlenmemistir. istisna olarak Corynebac-
terium tiirlerinin tamamen olgunlasmis peynirlerinin yiizeyinde dominant bakteri genusu olarak bulundugu
saptanmistir (Rademarker et al., 2005). T-RFLP analizinin sert tip peynirlere (Gouda tipi ve Maasdam) ve
yogurda uygulanmasi da Radermarker et al. (2006) tarafindan rapor edilmistir. T-RPUP analizi peynir olgun-
lagmas1 gibi uzun zamanli ve yogurt {iretimi gibi kisa zamanli tiriinlerde bakteriyel popiilasyonun yogunlugu
ve dinamiginin karakterize edilmesinde etkin bir sekilde kullanilabilmektedir. Yine T-RFLP analizi basit siit
starter kiiltiirleri gibi basit mikrobiyal ekosistemlerin yar1 nicel sergilenmesi i¢cin uygun olabilmektedir. Farkl
hiicre liziz direnci, genom biiyiikliigli veya G+C (guanintsitozin) yapist gibi farkli amplifikasyonlara neden
olabilecek yiiksek mikrobiyal yogunluklu karmasik ekosistemlerin analizinde ve sonug olarak, T-RFLP analizi
ornekte bilinmeyen tiirlerin bulunmasi durumunda sayisinin fazla ¢ikmasina neden olabilmektedir (Sanchez
et al., 2000).

2.2.7. Uzunluk Heterojenitesi PCR (LH-PCR: Length Heterogeneity-PCR) :

LH-PCR analizi daha yaygin kullanilan T-RFLP yontemi ile benzerlik gostermektedir. Bu iki yontem ara-
sindaki fark, T-RPUP yontemi PCR par¢a uzunlugu varyasyonlarini1 bolge farklarinin restriksiyonu yoluyla
tanmimlarken, LH-PCR analizi farkli mikroorganizmalarda 16S rRNA dizilimlerinin uzunlugunda dogal farkli-
lagsmalara dayanarak mikroorganizmanin ayirt edilmesidir. LH-PR mikrobiyal yogunluk c¢alismalarinda daha
sinirlt kullanilirken, T-RFLP analizi ¢esitli uygulamalarda basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Ritchie et al.,
2000).

LH-PCR‘m baglica avantaji diger analiz yontemlerinden daha etkili, kolay ve yiiksek tekrarlanabilirligidir.
Y ontem, teorik olarak mikrobiyal topluluktaki dominant popiilasyonun kalitatif ve kantitatif olarak degerlen-
dirilmesine olanak saglamaktadir. Floresan veriler seklinde elektroforogramlara donistiiriildiiglinde meydana
gelen pikler, farkli boyutlardaki bolgeler ve piklerin altinda kalan alanlar boliimlerin oransal miktarlarinin
Olciilmesi ile belirlenmektedir. LH-PCR teknigi kullanilarak, sonuglar 30-40 dakika gibi kisa bir siirede hizli
bir sekilde elde edilebilmektedir (Lazzi et al., 2004).

LH-PCR yontemi siit iiriinlerinde yaygin olarak bulunan bir genus olan Lactobacillus tiirlerinin biyotekno-
lojik potansiyellerinin incelenmesi ¢alismalarinda da kullanilmis ve bu genusun tanilanmasinda karsilasilan
zorluklar gosterilmistir (Martin-Platero et al., 2009). UH-PCR kullanilarak Lactobacillus tiirleri L. plantarum,
L. paraplantarum ve L. curvatus/L. corynformis Quesailla Arochea peynirinde, L. plantarum, ve L. curvatus/L.
corynformis ise Torta Arochea peynirinde saptanmistir. LH-PCR Torta Arochea peynirinde diisiik sayida L.
paracasei saptarken, TTGE analizi ile herhangi bir saptama yapilamamistir (Martin-Platero et al., 2009). LH-
PCR teknigi ile Grana Padano peynirinde bulunan peynir alti suyu kiiltiirlerinin de arasinda bulundugu star-
ter kiiltiirlerden dominant LAB’lerinin popiilasyon parmak izleri ve temel mikrobiyal farklar1 elde edilmistir
(Lazzi et al., 2004). Calismada dominant tiirlerin L. helveticus, L. delbrueckii ssp. lactis, L. delbrueckii ssp
bulgaricus ve S. thermophilus oldugu saptanmistir (Fornasari et al., 2006).
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3. SONUC

Kiiltiire bagimsiz molekiiler yaklagimlarda hala siit ve siit {irlinlerinin mikroflorasinin belirlenmesi konusun-
da eksik kalan noktalar bulunmaktadir. Bu sebeple, bu yontemlerde karsilagilan saptama sinirlandirilmalarinin
giderilmesi i¢in ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir. Bunun yaninda, gelecek yillarda gida ve siit kaynakli lak-
tik asit bakterilerinin analizi i¢in yeni tekniklerin gelistirilmesi amaciyla yeni ¢aligmalara devam edilecektir.
Ozellikle micro array teknolojisinin uygulanmaya baslamasiyla toplam genom sekanslamanin hizla gelismesi
tanilama ve saptama i¢in yeni olanaklar saglayacaktir. Yine, kiitle spektrumuna dayanan genomik olmayan tam
hiicre analizi teknigi de yiiksek ayirim giiciine sahip olmaktadir.
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GIDALARDA ISIL OLMAYAN YENi TEKNIKLER VE MiKROORGANIiZMALAR
UZERINE ETKIiLERIi

Merve ACU* Oktay YERLIKAYA** Ozer KINIK***
OZET

Gida giivenligi ve kalitesi agisindan biyolojik ve kimyasal aktivitelerin kontrol altina alinmasi gerekmektedir.
Bu da genellikle geleneksel 1s1l islemlerle saglanmaktadir. Ancak bu 1s1l iglemlerin bazilar1 gidanin besin degeri
ve duyusal 6zelliklerinde onemli degisikliklere yol agmaktadir. Bu nedenle giinlimiizde gida iireticileri gerek
gidanin raf dmriinii uzatabilmek, gerekse gidanin besin degerini koruyabilmek i¢in yeni teknoloji ve yontem
arayisi icine girmislerdir. Geleneksel 1s1l yontemlere alternatif olan bu yeni teknikler, gida endiistrisinde uzun
bir stiredir giindemdedir.

Bu makalede gida isletmelerinde kullanilan ve kullanilabilecek yeni uygulamalardan olan vurgulu elektrik
alan, vurgulu (atimli) 151k, yliksek basing uygulamasi, ultrasound, mikrofiltrasyon, X 1ginlari, ultraviyole 1g1k,
yiksek voltaj ark desarji ve salmimli manyetik alan yontemleri ile mikroorganizmalar iizerindeki etkileri
incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Gida teknolojisi, 1s1l olmayan yeni teknikler, vurgulu elektrik alan, yiiksek hidrostatik
basing

NON-THERMAL NEW METHODS AND THEIR EFFECTS ON MICROORGANISMS
ABSTRACT

Biological and chemical activities are needed to be brought under control for food safety and quality. This
situation generally is obtained with traditional heat treatments. However, some of these heat treatments cause
important changes in the nutritional value and sensory properties. Therefore, today, food producers are trying to
find new technologies and methods both to improve the shelf life of the food and protect the nutritional value.
These novel techniques that are alternatives to the traditional heat treatments are topical for a long time in food
industry. In this article, new methods that contain pulsed electric field, pulsed light, high hydrostatic pressure,
ultrasound, microfiltration, X-rays, ultraviolet light, high voltage arc discharge and oscillating magnetic field
and their effects on microorganisms have been researched.
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1. GIRIS

Son zamanlarda gidalarin kalitesini, besin degerini ve duyusal 6zelliklerini daha az etkileyecek yeni gida
isleme yontemlerinin istenmesi nedeniyle yeni ve alternatif pastorizasyon ile sterilizasyon yontemleri onem
kazanmaktadir. Gidalarin yiiksek sicakliktaki 1s1l islemlere tabii tutulmasiyla gidanin yapisinda agiga ¢ikan
olumsuzluklarin ortadan kaldirilmasi amaciyla "1s1l olmayan yollarla" gida muhafazasi dnem kazanmustir. Isil
olmayan islemler bozulma yapan ve patojen mikroorganizmalar ile istenmeyen enzimlerin inaktivasyonunu
saglarken proses sicakliginin diisiik olmas1 dolayisiyla tiriiniin tadi, kokusu, tekstiirii ve besin 6geleri daha iyi
korunmakta ve taze halindeki 6zelliklerine ¢ok yakin nitelikte {iriin elde edilmektedir. Bunun yaninda da daha
az enerjiye gereksinim duyulmaktadir (Giileg, 2006).

Son yillarda yiiksek kalitede gida iiriinlerine kars1 artan tiiketici taleplerinden dolay1 1s1l olmayan yeni
teknolojilere olan ilgi siirekli olarak artmaktadir. Bu sebeple gida endiistrisinde, geleneksel isleme tekniklerine
gore genellikle daha diisiik sicakliklarda yiiriitiilen ve boylece 1s1l islemin gida kalitesi iizerine olumsuz etkisini
azaltan 151l olmayan teknolojiler kullanilmaya baglanmistir. Vurgulu elektrik alan1 (PEF), yiiksek basing (HP),
ultrasound ve ultraviyole (UV) uygulamalar1 bu yeni gida isleme teknolojilerinden bazilaridir. Ozellikle s1vi
gidalarin islenmesinde 1s1l isleme (pastorizasyon, sterilizasyon) alternatif olarak PEF ve UV uygulamalari
ticari bir potansiyele sahiptirler.

2. VURGULU ELEKTRIiK ALAN (PEF)

Vurgulu elektrik alan, kisa siire (genellikle 2-300 ms) ve yliksek elektriksel alan esasina dayanir. Bu
teknolojide iki elektrot arasina konulan gidaya 20 - 80 kV/cm2 arasi yiiksek voltaj uygulanir. Disaridan
uygulanan elektrik alan hiicre membrani boyunca transmembran potansiyel denilen bir elektrik potansiyel farki
olusturur. Bu potansiyel kritik bir degere ulastiginda, hiicre membraninda por olusumu veya elektroporasyon
baglar ve gecirgenlik artar. Boylece, hiicre membraninin koruyucu 6zelligi ortadan kalkar ve hiicre igindeki
yasam materyalleri kaybolur (Coimbra ve Teixeira, 2010).

Gegirgenlikteki bu artig, disaridan uygulanan elektrik alanin giicii kritik degere esitse ya da kritik degeri gok az
asmigsa geri doniilebilir diizeydedir. Gidalarin pastorizasyonunda ise bu degerin asilmasi ve hiicre duvarlarinda
geri donilisiimsiiz tahribat i¢in iglem siiresi veya siddeti arttirllmaktadir. Membranin zarar gérmesinin nedeni
kii¢iik molekiillerin ve iyonlarin sizmasindan dolay1 olusan ozmotik basingtaki dengesizliktir. Sitoplazmik
icerigin ozmotik basincindan dolay: hiicre sismeye baslar ve porlar biiziigiir. Hiicre hacmi ¢ok arttiginda da
hiicre membrani parcalanir ve dagilir (Anonim, 2011a).

Battery Switch
l )

Electrode Electrode

.
Electric Field l[.f-.'”]l

Sekil 1: Elektriksel Alana Maruz Birakilan Bir Hiicredeki Transmembran Potansiyel Endiiksiyonu (Anonim, 2011a).



M. ACU, O. YERLIKAYA, O. KINIK / Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi / Journal of Food and Feed Science - Technology 14:25-35 (2014) 25

Serbest yiikler membran yiizeyinin her iki tarafinda da birikir. Yiizey yiiklerinin birikmesi elektromekanik
stresi ve transmembran potansiyeli arttirir. Hiicre membraninin i¢inde ve disindaki zit yiiklerdeki ¢ekimden
dolay1 sikigtirma basinci artar; bu da membran kalinliginin azalmasina neden olur. Elektrik alan giicii belli bir
seviyeyi gectigi zaman membranda porlar olusmaya baslamaktadir. Genel olarak bitki ve hayvan hiicreleri
vurgular uygulanmaya baslandiktan sonra 1ps iginde kritik trans-membran degerine (~0,7-0,22V) ulagir
(Anonim, 2011a).

Vurgulu elektrik alan teknolojisi konusundaki ¢alismalar 6zellikle sivi ve kati gidalarda degisen amaglarla
kullaniminin optimize edilmesi iizerinedir. Sivi gidalarin pastdrizasyonunda geleneksel 1s1l islem yerine
kullanilabilecek en umut verici teknoloji olarak PEF yontemi goriilmektedir (Anonim, 2011a).

PEF teknolojisi elma suyu, s1vi yumurta, portakal suyu, siit ve corbalarin raf dmriinii uzatmada basariyla
kullanilmaktadir. Geleneksel 1s1l islemlere gore gerek fiziko-kimyasal ve duyusal 6zellikler daha iyi korunmakta
gerekse daha az enerji harcanmaktadir. Vurgunun olusumu kapasitoriin yavas yiiklenmesi ve hizli bosalimi
ile gergeklesir. Elektrik alan vurgular ¢cogunlukla iistel azalma ya da kare dalga formundadir. Ustel azalma
vurgusu, ¢cok hizli maksimum degere yiikselip yavasca sifira inen tek yonlii voltajdir. Kare dalga formunda
ise, voltaj hizlica sifirdan maksimum degerine ylikselir, belirlenen siire bu degerde kalir ve aniden sifira diiser
(Anonim, 2011a).

2.1. Vurgulu Elektrik Alan (PEF) Uygulamasimin Mikroorganizmalar Uzerine EtKkisi :

Salmonella dublin (Sensoy ve ark., 1997), Staphylococcus aureus (Sobrino-Lopez ve Martin-Belloso
2006), Pseudomonas izolatlar1 (Craven ve ark., 2008), Pseudomonas fluorescens (Fernandez-Molina ve ark.,
2006) mikroorganizmalari iizerinde PEF’in etkisi incelenmistir. S6z konusu ¢aligmanin sonuglart Tablo 1°de
verilmistir.

Tablo 1: Siitteki Mikroorganizmalarin PEF Uygulamasindan Sonraki D Degerleri (Coimbra ve Teixeira, 2010).

Mikroorganizma Siitiin Tipi Uygulama Tiirii Logaritmik
Diisiis
Pseudomanas Yagsiz siit 28 kV/cm, 1 atim, 2
fluorescens 2 us, 40°C
Pseudomanas Tam yagl siit 31 kV/em, 1 atim, >3
tiirleri 2 ps, 55°C
Staphylococcus Tam yagh siit 35 kV/cm, 150 4.5
aureus bipolar atim, 8 ps,
25°C
Salmonella Yagsiz siit 25 kV/ecm, 100 1

dublin atim, 30°C
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UHT yagsiz siitte Bacillus cereus vejetatif hiicrelerinin PEF ile inaktivasyonu g¢aligmalarinda 35kV/cm
elektrik alanda 90 us uygulama ile 2 log azalma elde edilmistir. UHT siitte Bacillus stearothermophilus'un
PEF ile inaktivasyonunda ise ve 50°C'de 60kV/cm'de 210 ps islem ile 3 logaritmik birimlik bir azalma elde
edilmistir. Uygulama sonucunda siitiin pH ve titrasyon asitliginde farklilik gézlenmemistir (Anonim, 2011a).

Qin ve ark. (1995) PEF islemi uygulanmis siitlerin fiziksel ya da kimyasal 6zelliklerinde ve duyusal
karakteristiklerinde herhangi bir degisime neden olmadan buzdolabi kosullarinda iki haftadan daha uzun
stire muhafaza edilebilinecegini kanitlamislardir. Diger taraftan Sepulveda ve ark. (2003) PEF'in hafif bir 1s1l
islemle beraber uygulanmasinin daha etkili bir koruma metodu oldugunu ortaya koymuslardir. Bu konuda
yaptiklar1 ¢caligmalarda iki metodun kombinasyonuyla elde edilen siitlerin kalitelerinde herhangi bir degisim
olmadan raf dmiirlerinin 4 haftadan daha uzun siirelere uzatilabildigini tespit etmislerdir.

PEF uygulamasi mikrobiyal inaktivasyonun yaninda enzimlerin inaktive edilmesinde de kullanilir. Siitteki
alkali fosfataz, peroksidaz, lipaz ve proteazin inaktivasyonu lizerinde ¢esitli ¢calismalar yapilmigtir. Siitteki
alkali fosfataz 1s1l pastorizasyonun yeterliliginin gostergesidir. Castro ve ark. (2001) yagsiz, %2 yagh ve
tam yaglh siitte PEF uygulamasiyla alkali fosfataz inaktivasyonunu aragtirmislardir. 18.8 kV/cm elektrik
alan kuvvetinde ve 70 vurgu sayisinda alkali fosfataz miktarinda yagsiz siitte %65'in iizerinde azalma tespit
edilirken, %2 yagl siitte ve tam yagh siitte %59 diizeyinde azalma tespit etmiglerdir. Grahl ve Mérkl (1996)
PEF'in peroksidaz ve lipaz iizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Cserhalmi ve ark. (2002), elma suyunda
yaptiklari calismada Bacillus cereus sporlarinin 20 kV/cm giiciindeki elektrik alaninda ve 10 vurgu sayisindaki
hafif bir PEF uygulamasi icin direnc¢li olduklarini tespit etmislerdir. Calisma sonucunda bakteri sporlarinin
sayisinda 1 logaritmik birim azalma gozlendigini kaydetmislerdir (Segkin ve Ozgéren, 2011).

3. VURGULU (Atimh) ISIK

Atimli 151k yonteminde, infrared bolgeye yakin olan UV bdlgedeki genis spektrumlu dalga boylar1 (200
nm-1 mm) kullanilmaktadir. Sterilize edilecek bir ylizey yaklasik olarak yiizeyde 0,01-50 J/cm2 enerji
yogunluguna sahip en az 1 atimli 1518a maruz birakilir. Bu durumda 170-2600 nm arasinda degisen dalga boyu
dagiliminin kullanilmasi gerekmektedir. Atimlarin siiresi 1 ps ile 0,1 s arasinda degisip saniyede 1-20 flas
uygulanir (Anonim, 2011Db).

3.1. Vurgulu (Atimh) Isigin Mikroorganizmalar Uzerine Etkisi :

Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis gibi mikroorganizmalar 1-2 J/cm2
yogunlugundaki 1-35 araliginda flag yapilarak inaktive edilebilmektedir. Yapilan bir ¢alismada ¢okelekteki
Pseudomanas spp.’lerin sayisinda 16 J/cm2 yogunlugundaki 0.5 ms aralikla yapilan 2 atimla 1.5 logaritmik
birimlik bir azalma goriilmiistiir (Dunn ve ark., 1988). Cig yumurtalardaki bir calismada da 0.5 J/cm?2’lik 8
flag sonucunda Salmonella enteriditis sayisinda 8 logaritmik birimlik bir azalma olmustur (Anonim, 2011b).

Baska bir calismada da yiiksek basing uygulamasiyla kombinasyonu sonucu baliktaki koliformlar ve
psikotrof bakterilerde 3 logaritmik birimlik azalma oldugu goriilmiistiir (Dunn ve ark., 1988).

4. YUKSEK BASINC UYGULAMASI

Yiiksek hidrostatik basing patojen ve saprofit mikroorganizmalarin inaktivasyonu yetenegine sahip olan
yeni bir gida muhafaza metodudur. Gida iiretiminde mikroorganizmalarin inaktivasyonu amaciyla yiiksek
basing uygulamalar1 kullanimi gittikge artan bir yontem olarak dikkat cekmektedir. Burada basing, sicaklik
yerine kullanilan stabilize edici bir faktdr durumundadir (Ozcan ve Kurtuldu, 2011).

Yiiksek hidrostatik basing uygulamasi, iizerinde en ¢ok calisilan alternatif bir metottur. Bu uygulamada
100-1000 Mpa araliginda yiiksek basinglar uygulanir. Yiiksek basincin ilk uygulamalari 19. yiizyilin sonlarina
dogru siitte gergeklestirilmistir. (Arict, 2006).
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I,:

Sekil 2: HHP Sematik Gosterimi (Hinrichs ve ark., 1996)

Yiiksek basincin inaktivasyon mekanizmasi fiziksel olarak Le Chatelier prensibi ile agiklanabilir. Kuvvetten
kacis olarak bilinen yasaya gore, dengede olan bir fiziksel sisteme disaridan bir etki yapildiginda, sistem bu
etkiyi en aza indirecek sekilde kendini degisiklige ugratir. Basing artarsa hacim azalir ve yogunluk artar;
dolayisiyla denge, mol sayis1 az olan tarafa kayar ve sistemin kimyasal dengesi degisir (Ozcan ve Kurtuldu,
2011).

Yiiksek basing altinda tat, koku ve vitaminler en az etkilendigi, mikroorganizmalar ile enzimler de inaktive
oldugu icin bu yontem siit pastorizasyonu ve sterilizasyonu i¢in diisliniilebilir. Yiiksek basin¢ uygulamasi
(100-1000 Mpa) oda sicakliginda yapilabilen en umut verici gida muhafaza yontemlerinden birisidir (Pereira
ve Vicente, 2010).

4.1. Yiiksek Basincin Mikroorganizmalar Uzerine EtKkisi :

Bakteriyel endosporlarin basinca en dayanikli olan hayat formlar1 olduklari tespit edilmistir. Clostridium
botulinum da yiiksek hidrostatik basing uygulanan mikroorganizmalar arasinda basinca en dayaniklilar
listesinde en basta yer almaktadir.

Ayni sekilde C. botulinum’un sporlari, basinca en dayanikli oldugu bilinen sporlar arasindadir. 17B ve Cap
9B suslarinin spor siispansiyonlar1 75°C’de 30 dakika boyunca 827 MPa basing uygulamasina dayanabildikleri
bildirilmektedir (Anonim, 2011b).

Cesitli arastiricilar yaptiklart ¢alismalar sonucunda, E. coli O157:H7 ve Salmonella spp.’nin basinca
kars1 sporlara esdeger diren¢ gosterdikleri ve bu mikroorganizmalarin gida giivenligindeki onemleri ile
gidalarda etkili yliksek hidrostatik basing uygulamalarinin geligiminde biiyiik 6neme sahip olduklarini ortaya
koymuslardir (Arici, 2006).
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Siit ve kanatli etlerindeki E. coli O157:H7 NCTC 12079 ve S. aureus NCTC 10652’e kars1 yliksek hidrostatik
basing islemi uygulanmistir (Patterson ve Kilpatrick; 1998; Arici, 2006).

UHT siitte 50°C’de 15 dakika boyunca 400 MPa’lik bir uygulama E.coli sayisin1 yaklasik 5 logaritmik iinite
diizeyinde azaltirken; ayni siire ve sicaklikta 500 MPa’lik bir uygulama S. aureus sayisini yaklasik 6 logaritmik
Uinite azaltmigtir (Arici, 2006).

S. aureus, L. monocytogenes, Salmonella ve E. coli 0157:H7 suslar1 i¢in basing direnglerinin ¢esitliligi
belirlenmistir (Alpas ve ark., 1994). Bununla birlikte, tiirlerdeki basing direngleri uygulama sicakligi 25°C’den
50°C’ye yiikseltildiginde belirgin olarak azalmistir. E. coli ve L. monocytogenes’in oda sicakliginda basinca
en dayanikli tiirler olduklar1 gériilmiistiir (Arici, 2006).

Cogu mikroorganizmanin vejetatif formu 600 Mpa’da 15 dk’da ve 20-30°C’de zarar goriir. HHP uygulamasi
ile Listeria monocytogenes 340 MPa’da tamamen inaktif edilebilmektedir. Ancak bu bakterinin UHT ve ¢ig
siitte, yiiksek basinca karsi daha direngli oldugu bildirilmistir (Simpson ve Gilmour, 1997; Arici, 2006).

5. ULTRASOUND

Ultrasound veya bir baska deyisle sonikasyon gida endiistrisi i¢in umut vadeden alternatif teknolojilerden
biridir. Termosonik (1s1 ve sonikasyon), manosonik (basing ve sonikasyon), ve manotermosonik (is1, basing ve
sonikasyon) islemler mikroorganizmalarin inhibisyonu amaciyla etkili bir sekilde kullanilabilmektedir (Giileg,
20006).

Mikroorganizmalarin yok olmasi zamana ve ultrasonik uygulamanin giiciine baglidir. Bakteri iizerine
ultrasonun Sldiiriicti etkisi, stoplazmatik membranin tahrip edilmesine dayanir (Anonim, 2011b).

Ultrasoundun hiicrelerde olusturdugu yikim etkisi konusunda farkli teoriler mevcuttur. Ultrasonik dalga
bir sividan gectiginde ¢ok kiigiik kabarciklar veya bosluklar meydana getirmektedir (kavitasyon olugumu).
Bu kabarciklar soniimlendikleri anda o noktalarda lokal olarak yiiksek sicaklik ve basing olusturmaktadirlar.
Sicaklik ve basingta meydana gelen bu ani degisimler de hiicre duvarmin yapisinin bozulmasina neden
olmaktadir (Anonim, 2011b).

Mikrobiyal inaktivasyon acisindan bir diger mekanizma ise serbest radikal olusumu ile agiklanmaktadir.
Ultrasound uygulamasi sirasinda OH-radikalleri ve hidrojen peroksit olugsmakta ve meydana gelen bu
bilesenlerin 6nemli bakterisidal etkileri bulunmaktadir (Anonim, 2011b).

5.1. Ultrasoundun Mikroorganizmalar Uzerine Etkisi:

Scherba ve arkadaslar1 ultrasound uygulamasinin sulu siispansiyondaki Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis ve Pseudomanas aeruginosa’y1 yok edebildigini belirtilmistir (Bayraktaroglu ve Obuz,
2006).

Gram-pozitif hiicreler ise hiicre duvarlarinin daha kalin olmas1 dolayisiyla gram-negatif hiicrelere oranla
daha direnglidirler. Sporlar ise ultrasona karsi ¢ok direnglidir (Anonim, 2011b).

Yapilan bir ¢aligmada 5 ile 62°C arasinda degisen sicakliklarda 20 kHz/160 W’lik bir uygulamada
Streptococcus faecium ve Streptococcus durans inaktivasyonu incelenmistir (Ordofiez ve ark., 1984).
Ultrasonun sicaklik ile beraber uygulanmasinin ¢ok daha etkili oldugu goriilmiistiir (1 logaritmik birim daha
fazla azaltma etkisi).

Stitteki Bacillus subtilis sporlari tizerinde 70-95°C sicaklik araliklarinda ultrasound uygulamasi yapilmistir
(Garcia ve ark., 1989). Tek basina ultrasound bir etki géstermezken, sicaklikla beraber ultrasound uygulamasi
spor popiilasyonunu % 63-73 oraninda azaltmistir.

Yine bir ¢alismada UHT siitte Staphylococcus aureus i¢in dnceki normlarla ultrason yontemi uygulanmistir
(Ordoniez ve ark., 1987). Tek basina 1s1l yonteme gore ultrasoundla beraber uygulanan 1sil islemin D degerlerini
% 43 daha fazla azalttig1 goriilmiistiir (Anonim, 2011b).

Yiiksek basing ve 1sisal islemlerle kombine edilmis ultrasound uygulamasinin, L. monocytogenes iizerine
etkili oldugu belirtilmektedir. Yogun sivilar ve katilar ultrasound dalgalarinin yayilmasini engelledigi i¢in, bu
teknigin siit ve meyve sularinin sterilizasyonu i¢in daha kullanigh oldugu diisiiniilmektedir (Bayraktaroglu ve
Obuz, 2006).
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6. MIKROFILTRASYON

Membran ayirma tekniklerinden mikrofiltrasyon, ozellikle siit sanayinde bakteriyolojik nedenlerle
uygulanan yiiksek derecelerdeki 1s1l islemin basta proteinler olmak iizere ¢esitli bilesenler tizerindeki olumsuz
etkisini onleyebilmek icin kullanilan alternatif bir yontemdir. Mikrofiltrasyon, siv1 i¢inde farkli boyutlardaki
maddelerin gecisine izin verir. Mikrofiltrasyon molekiil agirliklar1 200 kDa’dan biiyiik olan partikiilleri segici
olarak ayirabilme yeteneginde, basinct 0,1-0,5 bar arasinda degisen bir tekniktir. Kullanilan membranin
gozenek caplar1 0.1-10 um araliginda degismektedir. Bu yiizden siit endiistrisi i¢in mikrofiltrasyon, kazein
miselleri gibi kolloidal partikiiller, serum protein agregatlari ve siit yag globiilleri, somatik hiicre, bakteri ve
diger mikroorganizmalar gibi biyolojik orijinli benzer hiicre yapist materyallerin ayriminda kullanilmaktadir
(Yetismeyen ve Yildiz, 2006).

6.1. Mikrofiltrasyonun Mikroorganizmalar Uzerine Etkisi:

Yapilan bir ¢alismada gézenek ¢ap1 0,2 pum olan membranlardan Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli,
Micrococcus luteus ve Candida famata mikroorganizma tiirlerini iceren (yaklasik 108 adet/ml) siispansiyon,
mikrofiltre edildiginde bu organizmalarin geri tutuldugu goriilmiistiir. Pastdrizasyonla (72°C/15 sn) % 98
oraninda bir toplam bakteri rediiksiyonu saglanirken, mikrofiltrasyon ile bu oranin % 99,9 diizeyinde yer aldig1
yapilan ¢alismalarda belirlenmistir (Yetismeyen ve Yildiz, 2006).

Mikrofiltrasyon ile yagsiz siitteki bakterilerin alikonulmasi {izerine yapilan c¢aligmalarda siitteki toplam
bakterinin %99.10 ile %99.90 oraninda; Bacillus cereus sporlarinin %99.95’den fazlasiin ve laktati fermente
eden bakteri sporlarmin %98.40’den fazlasinin tutuldugu belirlenmistir (Ozcan ve Kurtuldu, 2011).

7. X-ISINLARI

Radyoaktif maddeler, atomlarinin siirekli olarak parcalanmasi sirasinda ¢evreye bazi iginlar yayarlar. Bu
isinlar ¢arptiklart materyalde elektrik yiikli iyonlarin olusmasina neden olurlar. Bu 1ginlara iyonize 151 adi
verilir.

Gida 1smnlama; gidalarin iyonize isinlarla muamele edilmesidir. Gidalarin muhafazasinda gama 1sinlari,
X-1ginlar1 ve hizlandirilmig elektron 1sinlart kullanilmaktadir. X-1smlar1 5 MeV (milyon elektron volt) ve daha
diisiik enerjide calisan kaynaklardan iiretilmektedir. X-1ginlarinin maddeye giriciligi ve hizi yiiksek oldugu igin
1sinlama siiresi kisadir (Atasever ve Atasever, 2007).

7.1. X-Isinlarimin Mikroorganizmalar Uzerine Etkisi:

Bir ¢alismada sigir kiymasindaki E. coli O157:H7’lerin % 99.9’u X-isinlan ile ortadan kaldirilmistir
(Bremssthrahlung ve ark.).Kullanilan 1sinlar 107 - 108 rads/s degerindedir.

Bagska bir ¢aligmada da sigir kiymasindaki E. coli O157:H7 sayisinda 3 logaritmik birim kadar bir azalma
goriilmistiir (220 keV /40 ns) (Atasever ve Atasever, 2007).

Isinlamanin yiiksek dozda (10 kGy fiizeri) uygulamalarina 1sinlama veya radyasyonla sterilizasyon
denilmektedir. Bu amagcla kullanilan 1sinlama dozlar1 10-45 kGy arasindadir.

Ornegin ortamdaki 1012 adet Clostridium botulinum sporunun 6ldiiriilmesi icin 45 kGy diizeyinde bir
1sinlama dozu gereklidir. Ancak bdyle yiliksek dozlarda gidalarin renk ve koku gibi duyusal 6zellikleri olumsuz
yonde etkilenmekte, hatta gidalarda toksikolojik degisimler de gdozlenebilmektedir. Bu nedenle de gidalarin
1sinlama ile sterilizasyonu yerine 1sinlamanin 1s1l iglem, dondurma gibi diger gida muhafaza yontemleri ile
birlikte uygulanmasi onerilmektedir. Asirt yiiksek doz 1sinlama &zellikle fazla yag igeren gidalarda aroma
kaybina sebep olur. Siit ve siit iiriinleri de lezzetsiz bir aroma olustugundan dolay1 1sinlamaya uygun degildir
(Atasever ve Atasever, 2007).
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8. ULTRAVIYOLE

Ultraviyole (UV) radyasyon goriiniir 1s1iktan kisa, X-1sinindan uzun dalga boyuna sahip (yaklasik 10-400
nm) bir elektromanyetik radyasyondur. UV radyasyon, dalga boyuna gore; yakin-UV (near-UV, 380-200 nm)
ve uzak-UV (extreme-UYV, 200-10 nm) olarak ikiye ayrilabilir. UV radyasyon kisa dalga boyu ve yiiksek ener-
jisi nedeniyle her ¢esit mikroorganizmay1 6ldiirebilir (Ozkiitiik, 2005).

UV 15181n en biiyiik antimikrobiyal etkinligi 250-260 nm (253.7 nm) dalga boyu bolgesindedir. Bu dalga
boyu, DNA tarafindan en etkin sekilde absorbe edilen dalga boyudur. Hiicresel DNA’larca absorbe edilen UV
radyasyon enerjisi, bitisik timin bazlar1 arasinda kimyasal kovalent baglar1 olusturarak timin dimerleri mey-
dana getirir. Ortaya ¢ikan bu timin dimerleri hiicresel UV hasarinin baslica mekanizmasini olusturur. Hiicre
boliinmesi 6ncesi kromozom replikasyonu bozulur; genlerin transkripsiyonu ve ekspresyonu yapilamaz. UV
radyasyonun bu direkt antimikrobiyal etkileri disinda, ortamda ozon (O3) ve hidrojen peroksit (H202) gibi
serbest radikaller olusturarak indirekt etkisinin de oldugu belirtilmektedir Mikrobiyal inaktivasyonun saglan-
mas1 igin gidanin en az 0,04 J/cm2 enerjiye maruz kalmasi gerekmektedir (Ozkiitiik, 2005).

8.1. Ultraviyolenin Mikroorganizmalar Uzerine Etkisi:

Ultraviyole uygulamasinin siitiin mikrobiyal kalitesine etkisinin aragtirildigi bir ¢aligmada 5 farkl siit tireti-
cisinden elde edilen siit orneklerine pastorizasyon ve ultraviyole (UV) islemi uygulanmistir. Uygulama yapilan
orneklerde toplam aerobik mezofilik bakteri, koliform, E. coli, maya-kiif, Streptococcus spp. ve Lactobacillus
spp. sayimlari gergeklestirilmistir (Engin ve ark., 2009). Elde edilen sonuglar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2: Siitlerin toplam aerobik mezofilik canli, koliform ve maya-kiif sayilar1 (Engin ve ark., 2009).

Ortalama (log kob/ml)
Ornek Toplam Aerobik Mezofilik Canh Koliform Grup Maya-Kiif
Bakteri

K P uv K P UV K P UV
1 4.70£0.04° 2.01£0.01°  2.04+0.01° 230+0.01° <I° <1° 4.68+0.13* <1° 3.49+0.17°
2 4.97+0.15*  2.04+0.01° 3.27+0.01° 2.69+0.08° <1 <1° 4.14£0.01* <1° 3.64+0.17
3 6.08+0.01° 2.28+0.01° 3.31+0.01° 3.40+0.19° <1 <1° 5.32+0.32° <1® 4.84+0.01°
4 6.03+0.01° <1 420+0.11°  4.61+0.11* <1° <I® 52440.01° <1 4.70£0.01°
5 5.80+0.01*  2.16+0.01° 3.68+0.14° 3.65+0.03"° <1° <1° 5.96+0.20"° <I° 4.51+0.01°

*Ayni satirda ve ayn1 mikroorganizma grubunda farkl: harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark

onemlidir (P<0.01).

K: Cig siit, P: 65°C’de 30 dakika pastorize edilmis siit, UV: Ultraviyole uygulanmais siit
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Tablo 3: Siitlerde Streptococcus spp. ve Lactobacillus spp. sayist (Engin ve ark., 2009).

Ortalama (log kob/ml)
Streptococcus spp. Lactobacillus spp.
Ornek K P uv K P uv
1 5.42+0.01°  2.14£0.06°  2.14+£0.01°  4.42+0.03* <1° 2.25+0.02°
2 5.54+0.14"  3.35+0.01°  4.51£0.01"  5.27+0.04*  2.57+0.08"  2.88+0.04°
3 6.21+0.01*  3.78+0.01°  4.56£0.01°  5.46+0.29"°  2.82+0.02°  3.13+0.01°
4 6.04+£0.04*  4.44+0.01°  4.48+0.01° 5.97+0.13* <I° 4.48+0.01°
5 5.82+0.12°  4.48+0.01°  4.83£0.02°  5.92+0.02*° <I° 3.57+0.35°

* Ayni satirda ve ayni bakteri cinsinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark dnemlidir

(P<0.01).
K: Cig siit, P: 65°C’de 30 dakika pastdrize edilmis siit, UV: Ultraviyole uygulanmis siit

Siit érneklerinin toplam aerobik mezofilik bakteri ve koliform popiilasyonu iizerine UV uygulamasi-
nin pastorizasyon islemi kadar etkili oldugu ve 6nemli diizeyde rediiksiyon sagladig: tespit edilmis-
tir. Ancak UV uygulamasinin maya-kiif ve Streptococcus spp. tizerine etkisinin daha diisiik oldugu
belirlenmistir (Engin ve ark., 2009).

9. SALINIMLI MANYETIiK ALAN

Manyetik alan gidalarda mikrobiyal inaktivasyon agisindan potansiyel etkiye sahip bir yontemdir. Manye-
tik alan yogunlugu ya sabittir ya da zamanla siniizoidal dalgalar seklinde degisir. Manyetik alan genel olarak,
mikroorganizmalarin gelisme ve ¢ogalmalari iizerinde etkilidir (Anonim, 2001b).

9.1 Salinimh Manyetik Alamin Mikroorganizmalar Uzerine Etkisi:

Manyetik alan mikroorganizmalarin DNA sentezlenmesinde, biyomembranlarin veya biyomolekiillerin di-
ziliminde ve plazma membrani arasinda iyonik harekette degisiklige ve sonug olarak hiicrenin ¢ogalma hizinda
degisiklige sebep olmaktadir. 5 - 50 Tesla aras1 manyetik alan yogunlugunda 5 - 500 kHz aras1 frekans ile tek
bir atim uygulanmasinin mikroorganizma sayisini en az 2 log azalttig1 belirtilmektedir. Gidanin bu uygula-
maya toplam maruz kalma siiresi genelde 1 ile 100 atim aras1, 25 psn ile 10 milisaniye arasindadir (Anonim,
2001b).

Bu teknolojinin uygulanabilmesi i¢in en 6nemli gereklilik gidanin yiiksek elektrik dirence (10 - 25 oh-
ms-cm) sahip olmasidir. Yiiksek frekanslar (>500 kHz) kullanilmasi inaktivasyon agisindan daha az etkili
olup gidanin 1sinma riski bulunmaktadir. Bu yontemin siit, yogurt, portakal suyu ve hamurlarda bu baglamda
uygulamast mevcuttur. 2-25 T ve 5-500 Hz’lik manyetik alanda bakteriyel popiilasyonda 102-103 kob/g’lik bir
azalma oldugu goriilmiistiir (Hofman, 1985; Anonim, 2001b).

Mikroorganizmalar {izerine gesitli 6zellikteki manyetik alanlarin etkisini 6zetleyen sonuglar Pothakamury
ve ark. (1993) tarafindan 6zetlenmis ve Tablo 4’de gosterilmistir (Anonim, 2011b).
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Tablo 4: Mikroorganizmalar Uzerine Cesitli Ozellikteki Manyetik Alanlarin Etkisi

Mikroorganizma Manyetik Alan Siddeti Atim Siddeti Etkisi Referans
Alan Tipi (T) (Hz)
Staphylococcus Statik 1.5 0 3. ve 6. saatler Gerenscer ve
aureus arasinda ark., 1962

gelisim hizi
artmis, 6-7

saatler arasi

tekrar
diismiistiir.
Pseudomanas saliiml 0.015 0.1-0.3 Atimlarin Moore, 1979
aeruginosa siklastirilmasiyla

uyarilma diizeyi

de artmastir.

Bacillus subtilis statik 0.03 0 Gelisim Moore, 1979
engellenmistir.
Streptococcus saliniml1 12.0 6000 (1 atim) Hiicre Moore, 1979
thermophilus popiilasyonu
(siitte) 25000
hiicre/ml’den
970’e

diismiistiir.
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10. SONUC

Gidalarin genel kalitesine ve besinsel degerine daha az etki edecek yeni gida isleme yontemlerinin tiiketici
tarafindan istenmesi nedeniyle yeni ve alternatif pastorizasyon ve sterilizasyon yontemleri 6nem kazanmak-
tadir. Yeni teknolojiler arasinda olan 1s1l olmayan islemler tek baslarina ve diger muhafaza yontemleri ile be-
raber kullanilarak duyusal ve besin igerigi agisindan kaliteli tiriin elde edilmesinde basariyla kullanilabilecek
teknikler olarak goriilmektedir. Bu yontemlerle, gidanin yapisinda yiiksek sicakliklarin etkisiyle agiga ¢ikan,
ucucu tat-koku maddeleri, vitaminler ve diger besin 6geleri kaybi, tekstiir bozukluklari, tatta meydana gelen
degisimler gibi olumsuzluklar ortadan kaldirilabilmektedir.

Siitiin raf omriiniin uzatilmasini amaglayarak gelistirilen; mikrofiltrasyon (MF), yiiksek hidrostatik basing
(HHP) teknolojisi ve vurgulu elektrik alan (PEF) gibi uygulamalar giiniimiizde mikrobiyolojik agidan giivenli,
gida maddelerinin iiretiminde 1s1l islemlerin yerini alabilecek yeni teknikler olarak giderek 6nem kazanmakta
olup pek gok arastirmaci bu konular iizerine odaklanmaktadir. Ulkemiz siit endiistrisinde, siitiin raf dmriiniin
uzatilmasi lizerine gelistirilen yeni tekniklerin uygulanabilirligi ile ilgili caligmalar halen devam etmektedir.
Atimli 151k teknolojisi gida ylizeylerinde genis Ol¢iide kullanilabilir bir yontemdir; ancak hala genis ¢apl
arastirmalar gereklidir. Gida endiistrisinde ultrasound ile mikroorganizma inaktivasyon islemi nadir goriilmek-
le birlikte genel olarak diger koruma yontemleri ile birlikte kullanilmaktadir ve de bu kombinasyonlar gida
endiistrisinde 6nemli bir potansiyele sahiptir. UV kullanimina ise 6zellikle meyve sularinda rastlanmaktadir.
Yeni bir uygulama olan yiiksek voltaj teknolojisi elektroliz ve olusan kimyasal maddelerden dolay1 sivilarin
pastorizasyonunda uygun olmayabilir. Manyetik alan uygulamasi da tartigmali sonuglar ortaya ¢ikarabilir. Bu
yontemin etkinliginin belirlenmesi i¢in daha fazla arastirma yapilmalidir.
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SUT ENDUSTRISINDE SU KALITESI VE ONEMI
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OZET

Su degerli ve vazgecilemez bir kaynaktir. Ozellikle gida fabrikalari i¢in suyun énemi biiyiiktiir. Su, {iriin
bilesiminde bulunmasinin yaninda sogutma, yikama, temizleme, buhar {iretimi ve hammaddenin taginmasi gibi
gida proseslerinde ¢esitli amagclarla kullanilmaktadir. Siit endiistrisinde ise su ayran, yogurt, tereyagi, peynir
gibi iirlinlerin kalitesini ve dzelliklerini dogrudan etkilemektedir. Dolayisiyla suyun kalitesi ve giivenligi 6nem
tagimaktadir. Suyun igilebilir kalitede olup olmadigimin anlasilabilmesi i¢in fiziksel, kimyasal ve biyolojik
niteliklerinin bilinmesi gerekmektedir.

Sularin gida endiistrisi agisindan uygun hale getirilmesi igin genellikle klorlama, ozon, filtrasyon ve UV
radyasyon gibi yontemler kullanilmaktadir. Suda olusabilecek tehlikeler s6z konusu yontemlerle kontrol altina
alinmal1 ve kontrollerin etkinligi belirlenmelidir.

Anahtar Kelimeler: Su kalitesi, gida endiistrisi, siit tiriinleri, siit endiistrisi, dezenfeksiyon yontemleri.

IMPORTANCE OF WATER QUALITY IN DIARY INDUSTRY
ABSTRACT

Water is a valuable and indispensable source. Especially for food factories water is of great importance. In
food processing, water is used as a combination of product, also for various purposes such as cooling, washing,
cleaning, steam production and transportation of the raw material. In case, in dairy industry water directly
affects the quality and the features of the products such as milk based drinks, yogurt, butter, cheese. Therefore
water quality and safety are very important. In order to understand whether water has drinking quality or not,
1ts’ physical, chemical and biological properties must be known. To make waters appropriate for the food
industry usually chlorination, ozone, filtration, UV radiation methods are used. Hazards that may occur in
water should be taken to control by these methods and effectiveness of methods should be determined.

Key Words: Water quality, food industry, dairy products, milk industry, disinfection methods.
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1. GIRIS

Su, degeri giin gegtikge artan kit bir kaynak olup, kalitesi ve giivenligi goz ardi edilemez. Su ile ilgili
potansiyel biyolojik, fiziksel ve kimyasal riskler iyi kontrol edilmeli, suyun en 6nemli kullanim alanlarindan
biri olan gida proseslerinde yararlanilan su igme suyu kalitesinde olmali, iiretim i¢in herhangi bir risk teskil
etmemeli ve personel {izerinde negatif bir etkisi olmamalidir. Bundan dolay1, gida isletmelerinde kullanilacak
su ¢esitli yonlerden ele alinmalidir:

Su bakteriyolojik acidan ele alindiginda; patojenik bakteri igermemeli ve toplam bakteri igerigi diisiik
olmalidir. Toplam bakteri sayis1 ise Insani Tiiketim Amaclh Sular Hakkinda Yonetmelik’te belirtilen sinir
degerleri gegmemelidir. Koliform grubu bakteri ve Enterekoklar bulunmamalidir. Toksikolojik agidan ele
alindiginda su ¢esitli toksik ingrediyentler (fulortir, siyanid, arsenik, selenyum, kadmiyum, krom vs.) agisindan
da giivenilir olmalidir. Kimyasal yonden ise su, pH 6.5-8.5 araligina karsilik gelen uygun

hidrojen iyonu icermeli, ve agizda belirli bir sertlik derecesini karsilayan hafif buruk bir tat birakmalidir.
Ayn1 zamanda demir, manganez, ¢inko ve bakir iyonlar1 ve bazi diger iyonlar belirli limitlerde olmalidir.
Goriiniis itibariyle ise su; renksiz, kokusuz olmali, askida kat1 madde, suda ylizen materyal, tortu, olgun larva
ve diger benzerlerini bulundurmamalidir (Kayaardi, 2004; Wujie et al. 2011; Winkler and Nikoleski, 2012).

Suyun en biiyiik kullanim alanlarindan biri olan gida proseslerinde sudan; iiriin bilesimi olarak, ayrica sogutma,
yikama, temizleme, buhar tiretimi ve hammaddenin taginmasi gibi ¢esitli amaglarla yararlanilmaktadir. Ancak,
s0z konusu islemlerde yiiksek kalitede olmasi istenilen su gerek icinde dogal olarak bulunan, gerek sonradan
karigan maddeler nedeniyle kontamine olmus ve kabul edilemeyecek duruma gelmis olabilir (Sahin, 2008). Bu
derlemenin amac1 ¢esitli sekillerde siit endiistrisinde kullanilan suyun temizlik ve kalitesinin 6nemine dikkat
cekmek, suyun kontaminasyon kaynaklarina ve siit sanayinde kullanimina uygun hale getirmek i¢in kullanilan
dezenfeksiyon yontemlerine deginmektir.

2. KONTAMINASYON KAYNAKLARI

Suyun i¢ilebilir kalitede olup olmadiginin anlasilabilmesi i¢in fiziksel, kimyasal ve biyolojik niteliklerinin
bilinmesi gerekmektedir. Suda olusabilecek fiziksel tehlikeler genellikle filtrasyonla kontrol altina alinabilmekte
ve kontrollerin etkinligi sudaki bulaniklik Sl¢limleriyle belirlenebilmektedir. Sudaki kimyasal riskler ise
organik bilesikleri, birgcok kontaminanti (pestisitler vs.) ve elementleri (agir metaller) kapsamaktadir.

Biyolojik risklerde ise, duyulan endise yalnizca organizmalarin varligi degil, bunlarin yaratacagi olasi
tehlikelerdir. Ornek verecek olursak, suda bulunan bazi alg tiirleri toksin olusumuna neden olmaktadir.
Bakterileri, viriisleri, protozoalar1 ve parazitleri igeren su orijinli mikroorganizmalar potansiyel hastalik
kaynaklaridir (Winkler and Nikoleski, 2012).

Sularda en ¢ok rastlanan mikroorganizmalar Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Alcaligenes ve
Flavobacterium tiirii bakterilerdir. Dogal olarak i¢gme sularinda fekal mikroorganizmalar bulunmamalidir.
Bunlarm varligi suda patojen bakterilerin oldugunun gostergesidir. Insan ve hayvan orijinli kullanim sularinin
ve kanalizasyon sularinin igme suyu kaynaklaria bulagsmasi sonucu suda koliform grubu mikroorganizmalar
bulunmaktadir. Koliform ve enterokoklar bagirsak kokenli bakterilerdir. Fekal koliformlar, Salmonella tiirleri
icin indikator bakteri olarak kabul edilmektedir WHO’a gore siselenmis igme sularinda mezofilik aerob toplam
bakteri sayisi 100/ml’den fazla olmamali, fekal bulagsma indikatorii mikroorganizmalar bulunmamalidir.
Ulkemizde ilgili yonetmeliklere gore igme ve kaynak sularimin 250 ml’sinde koliform grubu bakteri,
enterekoklar, E. coli, P. aeruginosa, 100 ml’sinde patojen stafilokoklar, 5L’sinde parazitler, 50ml’sinde ise
aerob sporlu siilfit rediikte eden bakteriler bulunmamalidir (Cizelgel).

Gida endiistrisi agisindan su kalitesine bakildiginda dikkatler 6zellikle Legionella ve Cryptosporidium’a
cevrilmektedir. Igme sularinin geleneksel yontemlerle aritildign yerlerde Cryptosporidium potansiyel bir
tehlikedir. Ozellikle C. parvum tarafindan olusturulan gastroenteritis vakalarinda son yillarda meydana gelen
artis dikkat ¢ekicidir. Bu protozoon kimyasal dezenfektanlara kars1 dayanikli ancak kurutmaya ve UV 1s181na
karg1 duyarlidir. Legionella ise solunum yoluyla iletilmekte ve ciddi solunum yolu rahatsizliklarina neden
olabilmektedir. Bu bakterinin gelisme karakteristigine bakildiginda, su sicakliginin 20°C’nin altinda ve
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60°C’nin iistiinde olmasi bakterinin sistemde ¢ogalmasini 6nlemektedir (Robertsen et al. 1992; Ugur ve ark.,
2001; Kirby et al. 2003; Dawson, 2005; Winkler and Nikoleski, 2012).

Gegirgenlikteki bu artig, digaridan uygulanan elektrik alanin giicii kritik degere esitse ya da kritik degeri cok az
agmissa geri dontilebilir diizeydedir. Gidalarin pastérizasyonunda ise bu degerin asilmasi ve hiicre duvarlarinda
geri doniisiimsiiz tahribat i¢in islem siiresi veya siddeti arttirllmaktadir. Membranin zarar gérmesinin nedeni
kiiclik molekiillerin ve iyonlarin sizmasindan dolay1 olusan ozmotik basingtaki dengesizliktir. Sitoplazmik
igcerigin ozmotik basincindan dolay: hiicre sismeye baslar ve porlar biiziigiir. Hiicre hacmi ¢ok arttiginda da
hiicre membrani parcalanir ve dagilir (Anonim, 2011a).

Cizelge 1. Insani Tiiketim Amagcli Sular Hakkinda Y&netmelik’te Yer Alan Mikrobiyolojik Parametreler

ve Smir Degerler

Parametrik Deger
Icme Sulari ve Kaynak Icme - kullanma
Parametre . . . .
Sulari i¢in Sulari icin
E. coli 0/250 ml 0/100 ml
Enterokok 0/250 ml 0/100 ml
Koliform bakteri 0/250 ml 0/100 ml
P. aeruginosa 0/250 ml -
Anaerob sporlu siilfit rediikte eden 0/50 ml -
bakteriler
Patojen Stafilokoklar 0/100 ml -
Kaynaktan alinan numunede
maksimum:
22 °C’de koloni sayimi1 20/ml
37 °C’de koloni sayimi 5/ml
Imlahanede ambalajlandiktan
sonra alinan numunede; 100/ml
22 °C’de koloni sayimi1 20/ml
37 °C’de koloni sayimi1 i
Piyasada satilan ambalajli sulardan
alman numunede maksimum:
22 °C’de koloni sayimi Imlahane igin belirlenen
37 °C’de koloni sayimi1 sinir degerin on katini
gecemez.
Parazitler 0/5L -




Elif OZER, Harun KESENKAS, Ozer KINIK / Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi / Journal of Food and Feed Science - Technology 14:39-41 (2014) 39

3. SUT URUNLERI ve SU

Suyun siit sanayinde ¢ok 6nemli uygulama alanlar1 bulunmaktadir. Fakat su, mikrobiyolojik kalitesi iyi
degilse siit ve siit lirlinleri agisindan ¢ok ciddi bir risk faktorii olusturabilmektedir. Siit endiistrisinde kullanilan
su igilebilir nitelikte olmalidir. Suyun siirekli ve yeterli saglanmasi1 énemlidir. Suyun basing ve sicakliginin
kontrolil i¢in uygun tesisat bulunmali, su aritimu ile ilgili kayitlar diizenli tutulmalidir. Buz, eger iirlinle temas
edecek sekilde kullanilacaksa, igilebilir nitelikte sudan {iretilmis olmali, uygun hijyenik kosullarda tasginmali
ve depolanmalidir. Ayni sekilde gida ve gida ile direk temas eden madde ve malzemelerle dogrudan temas
eden yiizeylerde kullanilan buhar, igilebilir nitelikte sudan elde edilmelidir. Gida ile temas etmemesi gereken
su tamamen ayr1 hatlarda tasinmalidir (Mostert and Buys, 2008; Anon., 2010). Diger bir deyisle siit sanayinde
cesitli proseslerde farkli amaclarla kullanilacak su Insani Tiiketim Amagl Sular Hakkinda Yonetmelik’te
belirtilen degerlere uygunluk gostermelidir.

3.1. Ayran: Geleneksel bir iirliniimiiz olan ve iilkemizde oldukca yiiksek miktarda tiiketilen ayran, siite su
katarak veya yogurda su katarak olmak tizere iki farkli yontem ile iiretilmektedir. Bu yontemlerin ilkinde yogurt
tiretiminde oldugu gibi homojenizasyon, 1s1l islem, kiiltiir ilavesi ve inkiibasyon iglemleri uygulanmakta; diger
yontemde ise oncelikle yogurt iiretimi yapilmakta, pihtisi kirilan yogurda istenilen kurumadde degerine gore
su ilavesi yapilmaktadir. Ayran iiretiminde kullanilan suyun kalitesi ¢cok onemlidir. Kullanilan suda patojen
bulunmamasima ragmen iiriinde bozulmaya neden olacak mikroorganizma bulunabilmektedir. Ozellikle
yogurttan ayran yapiliyorsa su mutlaka 1s1l iglem gérmelidir. Dolayisiyla ayran {iretiminde kullanilacak su;
igilebilir nitelikte olmali, mikrobiyal, fiziksel ve kimyasal kontaminant icermemelidir (Anon., 2007).

3.2. Peynir: Peynir teknolojisinde bazi peynirlerin imalatinda pihti+peynir suyu karigimina su katilmasi,
yani piht1 yikama islemi yapilmaktadir. Bu uygulamanin asil amaci, telemede dngdriilen pH degerini agmamak
icin asitligi ayarlamak ve daha yumusak bir tat elde etmektir. Bu uygulamayla telemedeki laktik asit, laktoz ve
mineral madde oran1 azaldig i¢in peynirin pH degeri belli bir diizeyde tutulabilmekte, tat ve yapi da olumlu
yonde etkilenmektedir.

Siitendiistrisinde peynir iiretiminde kullanilan suyun 6nemi bununla sinirh degildir. Cesitli tip plastik kaplarda
ya da tenekelerde salamura i¢inde olgunlastirilan peynirlerde de su kalitesi {irlinii dogrudan etkilemektedir. Bu
tiir peynirler Tiirkiye’den en iyi 6rnek Beyaz peynirdir (Ugiincii, 2004).

3.2. Tereyagi: Tereyag: iiretim teknolojisinde yayiklama sonunda, tereyagi graniilleri arasinda kalan
yayikaltini tamamen uzaklastirmak i¢in yikama iglemi yapilmaktadir. Bu islem sayesinde asitlikte diisme
saglanarak tereyaginin dayanma giicii arttirilmaktadir. Ayrica, tereyaginin tekstiirii yikama islemiyle
diizeltilmekte ve diisiik kaliteli kremadan elde edilen yaglarda olusabilecek yavan tat bir dereceye kadar
giderilebilmektedir. Dolayisiyla kullanilan suyun kalitesi tereyag tiretiminde de {iriinii dogrudan etkilemektedir.
Yikamada kullanilan su mikrobiyolojik ve kimyasal yonden yeterli kalitede olmalidir (Yetismeyen, 1995).

3.3. UHT Siit: Cig siitin UHT siite islenmesinde “direkt” ve “indirekt” olmak iizere iki farkli yontem
kullanilmaktadir. Direkt 1s1l yontemde yeterince 1sitilmis buharla siit karistirilmakta (iiperizasyon), indirekt
yontemde ise 1s1, 1siticit ortam ile siit arasindaki bir ylizey boyunca aktarilmaktadir. Direkt sistemlerde
sterilizasyon asamasinda ya asir1 1sitilmis buhar siit akimina verilmekte, ya da bir infiizyon odasinda siit asir1
1sitilmig buhar i¢ine piiskiirtiilmekte veya ince bir film halinde akitilmaktadir. Dolayisiyla, direkt sistemle
caligan UHT isletmelerinde, kullanilan buhar iiriin kalitesi iizerinde dogrudan etkili oldugundan buhar kazanina
giren suyun kalitesi ve gordiigii islemler ¢cok dnemlidir (Numanoglu, 2006).

4.SUT ISLETMELERINDE KULLANILACAK SUYUN TEMIZLENMESI

Suyun temizlenmesi; su i¢inde bulunan yabanci maddelerin ¢ikarilarak igilebilir hale getirilmesi, dezenfekte
edilerek saglik riski olmayan, giivenilir bir nitelik kazandirilmasi i¢in uygulanan islemlerdir. Isitma islemi ve
UV 1sinlar1 suyun fiziksel dezenfeksiyonu icin kullanilirken; iyot, ozon, klor gibi dezenfektanlardan kimyasal
dezenfeksiyonda yararlanilmaktadir (Ugur ve ark., 2001).

Suyun temizlenmesi i¢in en uygun teknigin se¢imi su kaynagina, sistem dizaynina ve islem yapilacak suyun
kullanim amacina baghdir. Cizelge 2’de sudaki risklere yonelik en yaygin kontrol teknikleri 6zetlenmistir.

4.1. Filtrasyon: Kontaminasyon riskine bagli olmakla birlikte, filtrasyon suyun kati maddeleri tutan bir
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filtreden gegirilmesi prensibine dayanmaktadir. Filtrasyon metotlart daha biiyiik pargaciklari tutmak igin
kullanilan gdzenekli filtrelerden, kiigiik asili partikiilleri ve mikroorganizmalari tutmak i¢in kullanilan membran
filtrasyon yontemlerine kadar cesitlilik gostermektedir. Ancak herhangi bir mikrobiyolojik gelisme riskine
karsilik filtreler kullanilmadiklarinda da suyun siirekli devir daimi gerekmektedir (Winkler and Nikoleski,
2012).

4.2. Klorlama: Klorlama sularin dezenfeksiyonunda kullanilan en yaygin oksitleyici metottur. Klorun
popiilaritesinin sebebi; ucuz olmasi, mikroorganizmalara kars1 etkisinin yliksek olmasi ve kullanim kolayligidir.
Sulara diisiik miktarda klor ilavesi, mikroorganizmalara dolayisiyla sudan kaynaklanabilecek hastaliklara kars1
yeterli bir dnlemdir. Bu amagla klor, ya sodyum hipoklorit veya kalsiyum hipoklorit gibi klorlu bilesiklerin
coOzeltisi seklinde ya da gaz olarak (klorit-dioksit) uygulanir. Hipoklorit otomatik sistemlerde suyun siirekli
klorlanmas: i¢in uygun bir yontemken, dezavantaji yiiksek korozif etki gostermesidir. Klorit-dioksitin ise
stabil olmayan bir karakterde olmasi ve kullanim noktasinda elde edilmesi zorunluluguna karsi, avantaji
hipoklorite gore daha az korozif etki gdstermesidir. Ayrica siitteki mikroorganizmalarin bir yiizeye yapigarak
kendi tirettikleri polimerik yapida jelsi bir tabaka i¢inde yasayan topluluk olarak tanimlanan biyofilmlere kars1
hipokloritten daha iyi etki gdstermektedir. Bu jelsi tabaka “ekzopolisakkarit” adi verilen polisakkarit bazli
bir ag yapisidir. Biyofilmlerin hem endiistriyehem de saglik iizerine ciddi olumsuz etkileri vardir. Dolayisiyla
klorit-dioksit klorlamada tercih edilen bir metot olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Giin ve Ekinci, 2009; Winkler
and Nikoleski, 2012).

Bu yontemde etkili bir dezenfeksiyon i¢in klor konsantrasyonunun en az 0.5 mg/L olmasi ve klorun suyla en
az 30 dakika temas ettirilmesi gerekmekte, ayrica suyun pH’s1 6-7 oldugunda klor en iyi etkiyi gostermektedir.
Klorla dezenfeksiyon: basit klorlama, amonyakli klorlama ve siiperklorlama olmak iizere ii¢ farkli sekilde
yapilabilmektedir (Ugur ve ark., 2001; Kayardi, 2004).

4.3. Ozon: Ozon giiclii oksitleyici bir maddedir. Ozonun sterilizasyon etkinligi klordan {istiindiir, bakterisit
etkisi klordan 10 kat daha ¢abuktur. Normal sicaklikta, ozon mavi renk veren bir gazdir. Fakat genellikle
renksiz goziikiir, stvi ozon ise koyu mavidir. Ustiin 6zellikleri ve sudaki yiiksek ¢oziiniirliigii nedeniyle
ozon sularin dezenfeksiyonu i¢in ¢ok uygun bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Suya 0.4 mg/L
konsantrasyonda bes dakika siireyle uygulanmasi yeterlidir, sporlarin varliginda ise konsantrasyonu 2 mg/L’ye
¢ikarmak gerekmektedir. Ayrica ozon Cevre Koruma Orgiitii (EPA) tarafindan igme sularinda daha once de
deginildigi lizere sularda ciddi sorun teskil eden C. parvum varliginin en etkili kontrol mekanizmasi olarak ilan
edilmistir. Bu parazitin serbest klorla inaktivasyonu zor iken serbest ozon uygulamasinda kolaylikla inaktive
olabilmektedir. Ozonun tiim bu iistiinliiklerine ragmen, elde edilmesinin ve kullanilmasinin ekonomik olmay1si
uygulama alaninin kisith olmasina neden olmaktadir (Ugur ve ark., 2001; Kuscu ve Pazir, 2004; Wujie et al.
2011; Winkler and Nikoleski, 2012).

Cizelge 2. Sudaki risklere yonelik en yaygin uygulanan kontrol teknikleri (Winkler and Nikoleski, 2012)
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4.4. UV Radyasyon: Mikroorganizmalar kisa dalga boyundaki UV 1sinlariyla inaktive edilebilmektedirler
Islem esnasinda mikroorganizma hiicrelerinin DNA’lar1 zarar gérmektedir. Mikroorganizmalarin protein ve
niikleik asitleri spektrum enerjisini absorbe etmekte, bdylece proteinleri denatiire olmakta ve sonug olarak
mikroorganizmalar 6lmektedir. UV 151n kaynagi seffaf bir koruyucu kilifta tutulmus olup, suyun gecebilecegi bir
akis odasinda bekletilmektedir. Uygulamanin avantaji islem esnasinda herhangi bir kimyasalin kullanilmamasi,
islemin kisa siirmesi ve sterilizasyon etkinliginin yiiksek olmasidir. Ancak, siirekli bir sterilizasyonun
saglanamamasi ve ekonomik olmamasi yaygin bir kullanim alani olmasini engellemektedir (Wujie et al. 2011;
Winkler and Nikoleski, 2012).

5. SONUC

Su en degerli dogal kaynaklarimizdan biridir. Fakat suyun ¢esitli etkenlerle kontaminasyonu kaginilmazdir.
Suyun siit {irtinleri proseslerinde kullanimi s6z konusu oldugunda hem insan sagligi, hem de iiriin kalitesi
acisindan onemi goz ardi edilemez. Dolayisiyla su ile ilgili potansiyel biyolojik, fiziksel ve kimyasal riskler
iyi kontrol edilmeli, suyun en énemli kullanim alanlarindan biri olan siit endiistrisinde kullanilan su igme
suyu kalitesinde olmali, {iretim i¢in herhangi bir risk teskil etmemeli ve personel iizerinde negatif bir etkisi
olmamalidir. Sularin gida endiistrisi agisindan uygun hale getirilmesi i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.
Suda olusabilecek tehlikeler s6z konusu yontemlerle kontrol altina alinmali, kontrollerin etkinligi belirlenmelidir
ve kayit altinda tutulmalidir.
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OZET

Gida kaynakli hastaliklar, insan sagligini her gegen giin daha fazla tehdit etmektedir. Bu hastaliklar halk
saglig1 acisindan biiyiik birer tehlikedir. Biiylik 6l¢lide bu hastaliklara biyofilmler de neden olabilmektedir.
Biyofilmler gida endiistrisinde antimikrobiyal ajanlara ve temizlige direncgli olan yerlesmis mikroorganizma
toplulugu seklinde bir problem olarak ortaya gikar.

Bu calismada biyofilm olusum mekanizmasi, biyofilmlerin gida giivenligine etkisi, biyofilm olusumunu
engelleme yontemleri degerlendirilecektir.
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BIOFILM FORMATION MECHANISM AND BIOFILMS’ EFFECT ON FOOD SAFETY
ABSTRACT

Human health is more threatened by food borne diseases day by day. These diseases are important danger
in terms of community health. Biofilms can also cause these diseases widely. Biofilms which resistant to
antimicrobial agents and cleaners is a community of microorganisms. In this study formation mechanizims of
biofilms, their effect on food safety and prevention methods of biofilms will be rewieved.
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1. GIRiS

Gidalar; gida ve su bazli patojen mikroorganizmalarin tasinmasinda énemli bulagma kaynaklar1 olmalari
yaninda gériilen genel hastaliklarin dnemli bir kismini da olustururlar. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan
belirtildigi iizere gidaya bulagmalar , iiretiminden tiikketimine (tarladan -¢atala) kadar her asamada geceklesebilir
ayrica su, toprak, hava kaynakli ¢evresel bulasmalar da goriilebilir (WHO, 2007a; WHO, 2007b.). Diinya
Saglik Orgiitii’ne gore Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde bu durum biiyiik bir halk sagligi sorunu olarak
diisiiniilmektedir (WHO, 2007).

Gida kaynakli enfeksiyonlarin en 6nemli kaynaklarindan birisinin biyofilmler oldugu belirtilmektedir
(Costerton, Stewart, & Greenberg, 1999). Biyofilmler, 1sinin yiizeyden akisini geciktirmesi, ylizeydeki
stvinin siirtinme direncinin artmasi, yiizeydeki kimyasal siirtiinme oraninin artmasi gibi ciddi sorunlara
neden olmaktadir. Gida endiistrisinde biyofilmlerin sorun olusturdugu en &nemli sektdrler arasinda siit
(Chmielewski & Frank, 2003), et (Sofos & Geornaras, 2010), kanath (Harvey, Keenan, & Gilmour, 2007),
deniz tirtinleri(Shikongo-Nambabi, 2011) bulunmaktadir.

2. BIYOFILM TANIMI VE YAPISI

Biyofilmler, bir yiizeye yapisarak kendi irettikleri polimerik yapida jelsi bir tabaka icinde yasayan
mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak tanimlanabilir (Leone ve ark., 2006). Biyofilm olusumu
in vivo olarak canli hiicrelerde veya in vitro olarak cansiz ylizeylerde meydana gelebilir. Nem miktarinin
fazlalilig1 ve besin maddelerinin ortamda bulunmasi biyofilm olusumunu arttirmaktadir.

Biyofilmlerin olusumuna ve gelismesine bakteri susu (Borucki, Peppin, & White, 2003; Chae & Schraft, 2000),
yiizey Ozellikleri, pH, besin miktari, sicaklik (Donlan, 2002) gibi ¢esitli gevresel faktorler etkili olmaktadir.
Biyofilm hiicreleri antimikrobiyal ajanlara karsi planktonik hiicrelerden daha direngli olup antimikrobiyal
ajanlarla temas1 engelleyen ya da azaltan bariyere sahiptirler (O’Toole&Kaplan, 2000).

Gida patojenleri biyofilm tabakasinin igerisinde kolayca lokalize olmakta ve kontaminasyon riskini
arttirmaktadir (Aksu ve ark.,2011 ). Bozulmaya ve hastaliga neden olan mikroorganizma gesitleri biyofilm
ve cesitli hastaliklarin olusumuna sebep olabilir (Parsek&Singh, 2003). Biyofilmler tek bir mikroorganizma
tiirii tarafindan olusturulabildigi gibi birden fazla tiiri de yapisinda barindirabilir. Farkli tiirlerden olusan
biyofilmlerde her tiir kendi mikrokolonisini olugturur, bu mikrokoloniler birbirlerinden su kanallar1 aracilig1
ile ayrilmislardir. Su kanallar1 i¢inde devam eden su akis1 besin maddelerinin ve oksijenin difiizyonunu saglar.
Bunlardan en yayginlar1 Pseudomonas, Enterobacter, Flavobacterium, Alcaligenes Staphylococcus, Bacillus
tiirleridir(Olmez, 2009).

Biyofilm yapisinda bulunan maddeler ekstraselliiler matriks yap1 ile birbirlerine tutunmaktadirlar. Su
bakteriyel hiicre kapsiilleri i¢inde bulunmakta veya mikroorganizmalarin monosakkaritlerden olusturdugu
yiiksek molekiil agirlikli polimerler olan ekzopolisakkarite (EPS) baglanmaktadir (Olmez, 2009 ).

EPS’ler biyofilm olusturarak mikroorganizmalarin koloni olusturmasina ve yiizeye baglanmasia yardimci
olmaktadirlar. Ayrica organizmay1 ozmotik strese, faj atiklarina, toksik bilesiklere ve antibiyotiklere karsi da
koruyabilmektedirler (Midik ve ark., 2011).

3. BIYOFILM OLUSUM BASAMAKLARI

Biyofilm tabakasi ¢ok farkli ¢cevrelerde olusabilir ve en basit biyofilm tabakasi bile karmasik bir dinamige
sahiptir. Biyofilm gelisimi taze besiyeri saglandik¢a devam eder. Ancak ,ortamdaki besin maddeleri tiikkenince
ylizey baglantilar1 zayiflar ve hiicreler planktonik modlarina geri donerler (Giin ve Ekinci, 2009).

Biyofilm olusumu bes basamakta incelenebilir. Oncelikle hiicreler yiizeye yakin mesafede etkileserek yiizeye
doniisiimlii olarak tutunurlar. Yiizeye doniisiimlii olarak tutunurken o yilizeyde yasamalarini saglayacak besin
maddelerinin var olup olmadigini arastirirlar. Daha sonra yiizeyle kisa mesafeli etkilesimler olan dipol-dipol
etkilesimi, hidrofobik etkilesimler, iyon-dipol etkilesimi, iyonik ve kova—lent baglar ve hidrojen etkilesimleri
sayesinde hiicre organelleri ile ylizeye doniisiimsiiz olarak tutunurlar. Yiizeye tutunan bakteri gelisir,
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koloni olusturur. Mikrokoloniler zamanla biiyiir ve yiiksek yapilara doniisiirler. Bu asamada olgun biyofilm
olusmustur. Biyofilm gelisiminin kopma veya ayrilma evresinde tek bir bakteri veya bakteri kiimeleri biyofilm
tabakasindan koparak ortama yayilir. Sekil 1’de biyofilm olusum asamalar1 gosterilmistir.

i
Sekil 1: Biyofilm Olusum Asamalar1 (Srey ve ark., 2012)

1. Doniisiimlii tutunma 2. Geri doniisiimsiiz tutunma 3.Koloni geligimi
4. Biyofilm olgunlagmas1 5. Biyofilm hiicrelerinin koparak ayrilmasi

3.1. Doniisiimlii Tutunma:

Bakteri hiicresinin yiizeye ilk tutunmasinda bakteri hiicresi ylizey ile tam olarak temas etmemekte, ancak
bakteri hiicresi ile yiizey arasinda uzun mesafeli etkilesimler meydana gelmektedir. Bu agamada bakterinin
yiizeye tutunmasi bakteriyel hiicre yiizeyinin (Ferreira, Pereira, Melo, 2010), tekstiir (Donlan, 2002), yiizey
yiikii (Abdallah ve ark., 2009), hidrofobiklik (Donlan, 2002) pH, sicaklik (Nilsson ve ark., 2011) ve besin
maddelerinin varligi (Donlan, 2002; Gerstel ve Romling, 2001) gibi fizikokimyasal &zelliklerine baglidir.
Yiizeye tutunan hiicreler cok az miktarda EPS’ye sahiptirler ve bagimsiz hareket etme yetenegindedirler
(O’Toole ve Kolter, 1998).

Yiizey ozellikleri bakteriyel tutunmada onemli rol oynar. Bakteriler tiiriine gore farkli yiizeylere farkli
miktarlarda baglanabilirler. Ornegin Sinde ve Carballo (2000) Salmonella ve Listeria’nin hidrofobik yiizeylere
hidrofilik yiizeylerden ¢ok daha fazla miktarda tutunabildiklerini saptamislardir. Hiicreler bu asamada,
durulama gibi basit yikama iglemleri ile kolayca ylizeyden uzaklastirilabilirler.

3.2. Doniisiimsiiz Tutunma:

Doniigiimlii tutunmadan doniistimsiiz tutunmaya gegis EPS varliginda bakterinin yapmis oldugu zayif
baglarin kaliciya doniismesidir (Stoodley ve ark., 2002). Doéniisiimsiliz tutunmay1 yiizeyle kisa mesafeli
etkilesimler saglamaktadir. Bakteri hiicreleri flagella(kam¢1) ve pili(ince kil) gibi organelleri ile ve EPS
olusturarak yiizeylere doniisiimsiiz olarak baglanirlar (Poulsen, 1999).

Doniigiimsiiz tutunma asamasindan sonra biyofilm hiicrelerini yiizeyden uzaklastirabilmek ig¢in giiglii
mekanik kuvvet, enzim, dezenfektan, deterjan, sanitizerler (Sinde ve Carballo, 2000) ve/veya yiiksek 1s1l
isleme ihtiya¢ vardir (Augustin ve ark., 2004; Maukonen ve ark., 2003; Sinde ve Carballo, 2000).

Gerke ve arkadaslarmin yapmis olduklar1 ¢alismada (1998) Staphylocossus epidermis bakterisinin hiicre
ici polisakkarit iirettigini bu sekilde yiizeye tutunup mikrokoloni gelistirip olgun biyofilm olusturdugunu
saptamiglardir.

3.3. Koloni Gelisimi:

Mikrokoloni gelisimi bakteri hiicrelerinin ylizeyde birikmesi, mikroorganizmalarin gelismesi ve EPS
(Chmielewski ve Frank., 2003) {iiretimi sonucunda gerceklesir. EPS bakteri ve alt katmani arasinda bag
olusumuna katkida bulunur , koloniyi her tiirlii cevresel strese karsi stabil hale getirir (Donlan, 2002). Bu
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sistemde bakterilerin yiizeyde toplanma islemi planktonik hiicrelerin sinyal molekiilleriyle etkilesip bir araya
gelmesiyle gerceklesir. Bu asamada bir bakteri hiicresi yiizeyde koloni olusturduktan sonra (ilk koloni), ayni
yiizeyde diger bakteriler de koloni olusturur (ikincil koloni). Biyofilm biiytidiik¢e, polimer matriksinde kapsiil
olusturmus mikroorganizmalarda da artig goriiliir (Poulsen, 1999).

O’Tooleve Kolter (1998) calismalarinda Pseudomonas aeruginosa PA 14’sugsunun mikrokoloni olusturabilmesi
icin pili 4 genine ihtiyaci oldugunu saptamislardir. Yiizme hareketinin, bakteriye yiizeydeki itici gii¢lerin
iistesinden gelebilmesini ve alt katmana ulasabilmesini sagladig1 pili 4 yardimiyla uzama ve geri ¢ekilme
hareketleriyle mikrokolonileri olusturdugu diistiniilmektedir (Skerker ve Berg, 2001).

3.4. Olgun Biyofilm Olusumu:

Bu asamada biyofilm hiicreleri besin maddelerinin etkisiyle apartman yada mantar seklinde yapilara
doniisiirler (Chmielewski ve Frank., 2003; Klausen ve ark, 2003 ). Cesitli yiiksekliklerde kuleler olusturan
mikrokolonilerin aralarinda besinlerin ulastirilmast ve metabolik atik iiriinlerin uzaklastirilmasi i¢in dolagim
sistemi olarak gorev yapan su kanallar1 bulunmaktadir (Poulsen, 1999; Kumar ve ark., 1998). Hiicrelerin bu
yapiya ulasilabilmesi i¢in yaklagik 10 giin yada daha uzun bir siire gerekmektedir (Stoodley ve ark., 2002).

3.5. Biyofilm Hiicrelerinin Koparak Ayrilmasi:

Biyofilm olusumunda son agama biyofilm hiicrelerinin koparak ayrilmasidir. Hiicreler bu agamada planktonik
fazlaria geri donerler (Sauer ve ark., 2002) . Artan akis kuvveti (Stoodley ve ark., 2002), i¢ enzimatik bozulma,
EPS yada ylizey baglayan proteinlerin agiga ¢ikmasi gibi hiicre i¢inde goriilen islemler biyofilm hiicrelerinin
ayrilmasinda 6nemli rol iistlenir (Kaplan ve ark., 2004). Ayrica ortamda besin maddelerinin tiikenmesi de
hiicresel ayrilmalarin 6nemli bir nedeni olabilmektedir (O’Toole ve Kaplan, 2000). Bu ayrilma iglemi dis
kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusum basamagmin bir pargasi olarak tek bir hiicrenin veya
¢oklu hiicrelerin kopmasinin bir sonucu da olabilir (Poulsen, 1999).

4. BIYOFILMLER VE SUT ENDUSTRISI

Siit ¢cok hizli bir sekilde bozulabilen bir iiriindiir ve mikroorganizmalarin gelismesi i¢in uygun bir ortama
sahiptir. Kontamine olmus siit ve iriinlerinin genellikle uygun bir sekilde temizlenmemis ve dezenfekte
edilmemis ekipmanlardan kaynaklandig1 distiniilmektedir (Jessen ve Lammert, 2003; Koutzayiotis, 1992).
Siit tirtinlerinde yaygin olarak Enterobacter (Salo ve ark., 2006), Listeria (Waak ve ark., 2002), Lactobacillus,
Micrococcus, Streptococcus, Bacillus (Sharma ve Anand, 2002) ve Pseudomonas tiirleri (Wiedmann ve ark.,
2000) tespit edilmektedir. Siit iiriinlerinin bakteriyel kontaminasyonu iiriiniin 6zelliklerine, kalitesine ve
giivenligine etki eder. Boru hatlarinda olusan biyofilm, boru hatt1 boyunca akigin azalmasina neden olmaktadir.
Ayrica biyofilm olusan borularda 1s1 taginimi azalabilmekte, biyofilm tiriine kontamine olabilmekte ve biyofilm
icindeki asit olusumu nedeniyle borular korozyona ugrayabilmektedir (Jayaraman ve ark., 1997; Poulsen,
1999).

Chechowski (1990) calismasinda siit isletmelerinde sagim hattindan sogutmaya gonderilen siitiin gectigi
paslanmaz celikten yapilmis borulardan akan 25 © C’deki siitte Pseudomonas aeruginosa’nin 30 dakika
igerisinde tutunabildigi, sogutmadan isletmeye gonderilen siitlin gectigi paslanma gelikten yapilmis borulardan
gecen 4° C’deki siitte ise 2 saat icerisinde tutundugunu bildirmistir. Ayrica Listeria spp.’nin bu sicaklikta 20
dakikada ylizeye kolaylikla tutunabildigi de ifade edilmistir.

Siit isletmelerinde Listeria monocytogenes dnemli bir tehlikedir. Siitiin degerli bir besin kaynagi olmasi
bu mikroorganizmanin gelismesini Oonemli Ol¢iide saglamaktadir. Arastirmalar Listeria monocytogenes
bulagmasinda gidalar arasinda ilk sirada siit ve siit iiriinleri gosterilmektedir (Helke ve Wong, 1992; Helke ve
ark., 1992).

Yapilan bazi aragtirmalarda ortamda siit kalintis1 azken bile 6 ° C ve %75,5 nisbi nem sartlarinda, 10 giin
sonra contalardan ve paslanmaz celik borulardan L. monocytogenes izole edilebilmistir. Daha fazla kalinti
varliginda ve en uygun olmayan sicaklik ve nem kosullarinda ise en az 3 giin en fazla 5 giin L. monocytogenes
canliligimi stirdiirmiistiir.
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5. BIYOFILM KONTROL YONTEMLERI

Biyofilm hiicreleri gida endiistrisinde pek ¢ok soruna neden oldugu icin onlarin olusumu ve gelisimini daha iyi
anlayabilmek icin pek ¢ok caligmaya yapilmaya devam edilmektedir. Biyofilmlerin tespiti i¢in diizenli olarak
gida isleme yiizeylerinden, karkaslardan, boru sistemlerinden ve sivi 6rneklerinden alinarak mikrobiyolojik
analiz yapilmasi iiriin glivenligi acisindan gerekliliktir.

Biyofilm olusumunun engellenmesinde birinci ve en nemli nokta hiicrelerin ylizeye tutunmalarini engellemek
i¢in diizenli ve etkin temizlik ve dezenfeksiyon islemlerinin yapilmasidir (Midelet ve Carpentier, 2004; Simoes
ve ark., 2006). Temizlikte ama¢ EPS tabakasiin pargalanmasidir. Gida isletmelerinin biiyiik bir kisminda,
temizlik sirasinda biyofilmin uzaklagtirilmasi i¢in yiizeye mekanik kuvvet uygulanmaktadir. Mekanik iglemler
arasinda yer alan otomatik firca ile veya yiiksek basingla temizlik yapilmasi, jel temizleyicilerin kullanimindan
veya diisiik basingla yapilan temizlikten daha etkilidir.

Pek ¢ok arastirmaci yiizeydeki maddelerin antimikrobiyal ajanlar ( Knetsch ve Koole, 2011; Park ve ark.,
2004) ile ya yiizeyi kaplayarak (Knetsch ve Koole, 2011; Thouvenin ve ark., 2003) ya da yiizeyin fizikokimyasal
ozelliklerini degistirerek (Chandra ve ark., 2005; Rosmaninho ve ark., 2007) uzaklagtirilacagini saptamislardir.
Biyofilm hiicrelerinin antibakteriyel maddelere kars1 dayaniminin, planktonik hiicrelerden en az 500 kat daha
fazla oldugu ifade edilmektedir (Costerton ve ark., 1995.).

Zeraik ve Nitschhe (2010) siirfektanla muamele isleminden sonra ylizeyin daha fazla hidrofilik oldugunu
saptamiglardir. Muamele edilmis yiizeyde hidrofobiklik azalmistir ve bakteriyel tutunmada 6nemli derede
azalma saptanmistir.

Kimyasal maddeler, yiliksek basinghi temizleme sistemleri, enzimler, ultrason, elektrik alan gibi yeni
yontemler de biyofilm olusumunu engellemede kullanilmaktadir.

5.1. Kimyasal Madde Kullanimi:

Biyofilm organizmalarimi yok etmek veya ortadan kaldirmak icin kullanilan kimyasal maddeler EPS’e
niifuz etmelidir ve mikrobiyel hiicreye geg¢isi saglanmalidir (Meyer, 2003). Klor ile biyofilm organizmalarini
uzaklastirmak kullanilan en ucuz yontemdir. Ancak biyofilm hiicrelerinin olusturdugu yapiskan polimer
tabaka klorun mikroorganizmalara ulagmasini engellediginden yiiksek konsantrasyonda kullanilmalidir.
Biyofilm bakterisi klora serbest halde suda yiizen bakteriye oranla 150-3000 kez daha direnglidir. Ozon,
ayn1 konsantrasyonlarda klora gore iki kat daha aktiftir ancak sistemin ozona dayanikli maddeden yapilmis
olmasi1 gerekmektedir. Dortlii amonyumlar, biyofilmin yilizeyden uzaklastirilmasinda etkilidirler ancak kopan
parcaciklarin sistemden uzaklastirilmasi icin sistemin basingh su gegirilerek durulanmasi gerekmektedir.
Formaldehit etkili bir biyosittir, biyofilm hiicrelerini 6ldiiriir ancak biyofilmin fiziksel varlig1 {izerinde hicbir
etkisi olmadigindan kullanimi uygun degildir (Anonim, 2013).

5.2. Biyofilm Kontroliinde Yeni Yaklasimlar

5.2.1. Ultrason :

Ultrason gida endiistrisinde dondurma, kesme, tavlama, beyazlatma, sterilizasyon ve ekstraksiyon gibi ¢esitli
islemlerde kullanilan bir tekniktir (Chemat ve ark., 2011). Oulahal- Lagsir ve ark. (2000a) ultrasonik aparatin
paslanmaz ¢elik ve polipropilen yiizeyde biyofilm uzaklastirilmasinda etkisini aragtirmislardir. Polipropilen
tabaka iizerinde swap yontemiyle alinan siit 6rneklerinde bu aparatin 2 kat daha fazla etki ile biyofilmi
uzaklastirdig1 saptanmigtir. Bununla birlikte diisiik siklikta radyo ses dalgalar1 biyofilm hiicrelerinin canliligini
azaltmada yiiksek siklikli radyo ses dalgalarindan daha etkilidir. Gida endiistrisinde bu bakteriler sadece
ultrasonik teknik kullanilarak yok edilemeyebilir. Diger tekniklerle beraber uygulanmas: tavsiye edilmektedir
(Piyasena ve ark., 2003; Qian ve ark., 1997).

Ultrason ayrica biyofilme kars1 antibiyotiklerin etkisini arttirir (Peterson ve Pitt, 2000). Ultrason biyofilm
matriksine oksijen difiizyonunu saglar boylelikle biyofilm hiicreleri aktif olmaya baslar ve bu yiizden antibiyotik
kullanilmasi gerekir.

5.2.2. Enzimler:
Enzimler spesifik kimyasal molekiil {izerinde katalitik aktiviteye sahip proteinlerdir. Gida endiistrisinde
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biyofilm uzaklastirilmasinda 6nemli bir alternatiflerdir.

EPS, heterojenik kompleks yapiya sahip bir molekiildiir ve bu kompleks yapiy1 bozabilmek i¢in enzimlerin
yardimina ihtiya¢ vardir (Simoes ve ark., 2010). Lequette (2010) biyofilm uzaklastirilmasinda enzimlerin
etkisinin bakteri tiirline gore degisebildigini ve siirfektanlarla kombinasyon saglandiginda biyofilmlerin daha
kolay uzaklagtirilabildigini gostermistir.

Molobela ve arkadaslarinin (2010) ¢alismasinda ise P. fluorescens biyofilm EPS’sinin proteaz enzimiyle
kolaylikla parcalanabildigi ancak amilaz enziminin EPS iizerinde daha az etkili oldugu tespit edilmistir.

Polisakkarit hidrolize eden enzimler ile oksidorediiktazlarin kombinasyonu biyofilm uzaklastirilmasinda
onerilmektedir. Bu amagla kullanilan polisakkarit hidrolize eden enzimler biyofilm matriksini parcalamakta
(Johansen ve ark., 1997), oksidorediiktazlar ise bakterisidal etkiye sahip oldugu i¢in gelisimi engellemektedir.

Bir bagka calismada biyofilmlerin uzaklastirllmasinda pektin esteraz, pektin liyaz ve selilloz ayr ayri
kullanilmis ve etki dereceleri gozlemlenmistir. Bu enzimlerin P. fluorescens olgun biyofilmine karsi fazla etki
gostermedigi ortaya ¢ikmistir. Bununla birlikte pronaz bu enzimlerle birlikte kullanildiginda biyofilm gelisimi
onemli derecede azalmistir (Orgaz ve ark., 2007).

Gortiilebilecegi gibi enzimler biyofilm kontroliinde yeni ve gelisen alternatif yaklagimlar olarak
kullanilmaktadirlar.

5.2.3. Elektrik Alan:

Son yillarda yapilan ¢alismalardan bir digeri de, bi—yofilm olusumunu engellemede biyoelektrik alan-larin
kullanimidir. Bu konuda yapilan aragtirmanin birinde 200-400 pA gibi ¢ok diisilk akimda, giimiis, karbon
ve platin elektrotlarin kullanildig: elektrik—sel alanda, gram negatif ve gram pozitif bakterile—rin planktonik
hiicreleri yaninda Candida albicans gibi biyofilm olusturan mikroorganizmalarin hiicrelerinin de imha edildigi
belirtilmektedir (Davis ve ark., 1991).

Bir bagka caligmada biyofilm olusturan P. aerugi—mnosa ve Klebsiella pneumoniae’nin tobramisin an-
tibiyotigi ile birlikte 1 mA elektrik uygulamasiyla bakteri diizeyinde 8 log’luk bir azalma meydana geldigini
belirlenmistir (Wellman ve ark., 1996).

Paslanmaz ¢elik yii—zeyde Pseudomonas aeruginosa biyofilmi {izerine gergeklestirilen bir ¢aligmada,
biyositlerle birlikte 5 V/ecm — 1.15 mA/cm2 gibi diisiik kuvvette elekt—rik alani (+12 V/cm) ve diisiik akim
yogunlugunda (£2.1 mA/cm?2) elektriksel alan uygulamasinin bak—teri inhibisyonu {izerine etkisinin oldugu
belirlen—mistir (Blenkinsopp ve ark., 1992).

5.2.4. Engeller Teknolojisi:

Engeller teknolojisi 2 ya da daha fazla yontemin kombinasyonundan olusur. En etkili uygulamayi1 bagarabilmek
icin en dogru kombinasyona ihtiya¢ duyulur. Sodyum hipoklorit (NaCLO) ile UV 1s1n kombinasyonu gida
kaynakli patojenlerin azaltilmasinda tek basina uygulamalardan daha fazla azalmaya neden olmustur (Ha,
2011).

DeQueiroz ve Day (2007) ¢calismalarinda sodyum hipoklorit (NaClO) ve hidrojen peroksit kombinasyonunun P.
aeruginosa biyofilminin yiizeyden uzaklastirilmasinda antimikrobiyal aktivite ve etkililigini gézlememislerdir.
Cok kisa zamanda hiicre sayisinda 6nemli diislisler gézlemislerdir. Hidrojen peroksit ve UV kombinasyonu
ile sinerjist etkiyle cok daha olumlu sonuglar alinmistir. Ayrica ozon ve ultrasonun sinerjisit etkisiyle beraber
biyofilm hiicrelerinde 6nemli diisiislere rastlanmistir.

6. SONUC

Gida isletmelerinde sanitasyon asamalarinda meydana gelen eksiklikler herhangi bir yiizeyde kolaylikla
biyofilm olugmasina sebep olmaktadir. Biyofilmler de gida giivenligini olumsuz yonde etkilemektedir. Ayrica,
biyofilm olusumunu engellemenin miimkiin olmadig1, bakterilerin biyofilm yapisi i¢inde genetik degisimlere
ugrayabilecegi diisliniildiiglinde gida isletmelerinde HACCP kriterlerinin gok iyi belirlenmesi ve uygulanmasi
gerekmektedir.

Konu ile ilgili glinlimiize kadar bir¢cok arastirma yapilmakla birlikte, 6zellikle biyofilm olusumunun
engellenmesiyle ilgili yeni teknolojik gelismeler konunun 6nemini ve giincelligini korumaktadir.
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SUT VE SUT URUNLERINDE ORGANIK KLORLU PESTISIiT VARLIGI
Muhammet DERVISOGLU*  Osman GUL**  Fehmi YAZICI***  Oguz AYDEMIR****

DUZELTME
Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi'nin 2013/13. sayisinda yaymlanan ; "Siit ve Siit Uriinlerinde
Organik Klorlu Pestisit Varhg" Sayfa: 31-40; Makalesinde verilmesi gereken Cizelge-1 ve Cizelge-2
sehven basim sirasinda atlanmistir. Elimizde olmayan bu hatadan dolay1 yazarlarindan ve okuyucularimizdan
0ziir diler, tablolar tekrar verilerek durum diizeltilmistir.

OZET

Organik klorlu (OK) pestisitler, hasarat kontrolii amag¢h kullanimlar sonucu ¢evrede uzun siire kalmalari
ve potansiyel toksisitelerinden dolayr ciddi problemlere yol acan bilesiklerdir. Yagli dokularda biriken bu
bilesiklerin hayvanlarda yiiksek seviyeye ulasmasi, gida zincirinde de yiiksek seviyede bulunacagini
gostermektedir. Oldukga stabil ve lipofilik 6zellik gosteren bu bilesikler beslenmede énemli yer tutan siit ve
siit iirlinlerine, 6zellikle de anne siitlerine gegmektedir.

Siit ve siit tirlinlerinde bu maddelerin bulunmasi, bu {irtinleri tiikketen bebekler ve ¢cocuklar agisindan oldukca
riskli bir durumdur. Bundan dolay:1 Tiirkiye dahil ¢ogu iilkeler bu bilesiklerin kullanimini siirlandirmig
veya yasaklamislardir. Ancak iilkemizin cesitli bolgelerinde yasal olmayan sekilde bu bilesikler hala
kullanilmaktadir. Bunu 6nlemek amaciyla cesitli gidalarla birlikte siitlerde pestisit kalintilarinin takibi igin
“Ulusal Kalint1 Kontrol Plan1” yiiriirliige konmustur. Bu plan ¢ergevesinde anne siitii de dahil olmak iizere siit
ve siit lirlinlerinde kalint1 izleme ¢aligmalarinin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Organik Klorlu Pestisit, Kalint1, Siit ve Siit Uriinleri, Toksisite, Saglik

ORGANOCHLORINE PESTICIDE RESIDUES IN MILK AND MILK PRODUCTS

ABSTRACT

Organochlorine pesticides are compounds that they are being extensively used against livestock ectoparasites
and agricultural pests, hence they have caused series problem on human health because of their resistance to
biochemical degradation and their toxicity. These compounds tend to accumulate in fatty tissues and reaching
harmful concentrations in organisms situated at the high-end of the food chain. These compounds are highly
stable and lipophilic that subsequently are translocated and excreted through milk. Their occurrence in milk
and milk products are important, since milk and milk products are widely consumed by infants and children.
Therefore, many countries including Turkey have restricted or banned use of these compounds. However, they
are still being used illegally in some part of Turkey. For prevent of their use, “National Residue Control Plan”
have put into action to monitoring of pesticide residue in Turkey. Therefore, there are necessary monitoring
study of residue in milk and milk products including human milk within this control plan.

Key Words: Organochlorine Pesticide, Residues, Milk and Milk Products, Toxicity, Health

*Dog. Dr. Ondokuz Mayis Universitesi Miih. Fak. Gida Miihendisligi Boliimii- SAMSUN e-mail: mderviso@omu.edu.tr
**(gr. Gor. Ondokuz Mayis Universitesi Yesilyurt Demir-Celik MYO Gida Teknolojisi Boliimii- SAMSUN

*#**Prof. Dr. Ondokuz May1s Universitesi Miih. Fak. Gida Miihendisligi Bsliimii- SAMSUN

*#4%Yrd, Dog. Dr. Karatekin Universitesi Miih. Fak. Gida Miihendisligi Bolimii-CANKIRI



53

M.DERVISOGLU, O.GUL, E.YAZICI, O.AYDEMIR / Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi / Journal of Food and Feed Science - Technology 14:53-54 (2014)

“mSTmowoIpa dsa, . Nsyoda Jopyeidoy | ‘Tuero uoAseururejuoyy o

010 *K0syY oA SudAnn - - Al aL L aL aL L aL 0 musyoup  O[o7  unsweg
0107 e 2A Jn|ng 70 - §20°0 §00°0 AL 8000 €000 ¥ITO  T00'0 §'LE 13efora], 6007 UOAJY
"T10T e oA g - - 910°0 aL 4L 1000> AL 1600 AL w mnsyou[  §007  UOAJY

'§00T e 2A )07 68l 607'C 111°0 860°C 1900 €00 #1000  S8TO  LT00 - mns uesul - 00T uokJy
§00T “>}1e 9A njZoT[uezIN £€'6 €90°0 €00°0 820°0 1100 - €00 I¥00  TT00 76 13efard], G007 eAuoy
00T e oA [nioprg 0'87 $6S'T §90°0 s - 00 €000  6FI0  S0> 001 mnsuesul €007 e
00T e 94 Y0 S LI Iv'T €10 8C°C 900  SI'0 100 6v0 SO0 - mnsuesul g0z eleyuy
"100T “YTe 9A MU § - - L 4L - - - - - 0 13efard], 1007  EleyUY
L66T “1e 94 Y00 YL SI'T 7L S8l 6900  ¥K00  LIOO  SSE0  L90°0 WS UBSU[ 9666 BSIUEI
L66T “Hie 9A Y0 LY L9T I¥1°0 9T 8L00 8500 9100  LI¥O SO0 001 mns uesu[ - 96-56 ueA
661 “E 9A Sequms ) 196 LO'€ 10 6€°C 1100 #8000  9ST'0  TTS0 9600 - mnsuesul - gQGI  MosAey
L861 “YIe 2A eAeyerey] 69 0€'€ LEO 9§ - - 100> Lo 100> 001 WNS UBSU  G8-p8 1[I0
L861 e oA eAeyeIE)] €L LS01 LT 658 - - 100> 1 100> 001 mnsuesul  Gg-pg  euEpY
L861 e oA eAeyeIey] 79 99'¢ wo 1L'T - - 100> 60 100> 001 mnsuesul  Gg-pg  mIRNUY
Teppeuiey] Lawiaa raax Lag-dd gaa-dd  AH  9OH  HOH-4 HOH-d HOH® (%) OM unin X BILUEN

(Se£ 3y/3w) 1191941408 11spsad SO NISE[eA IYOPULIAUIIN INS A JNS U[IPI ZI[BULR dPULIA[AF[0q I[3}Ie} Ut 2ADUN], | 93[9Z1))




54 M.DERVISOGLU, 0.GUL, F.YAZICI, O.AYDEMIR / Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi / Journal of Food and Feed Science - Technology 14:54-54 (2014)

Cizelge 2. Cesitli iilkelerde analiz edilen siit ve siit liriinlerindeki OK pestisit seviyeleri (mg/kg yag)

Ulke Yil Uriin KO (%) o-HCH p-HCH v-HCH HCB p.p’-DDE  p.p’-DDT DDT Kaynaklar
Italya 98-01 Insan siitii - - - - 0.051 0.44 0.044 - Abbale ve ark., 2008.
Hindistan 98-99 Inek siitii 100 0.006 0.003 0.001 - 0.02 0.005 0.037 Sharma ve ark., 2007.
- Inek siitii 63.38 0.018 0.099 0.01 - 0.036 0.055 0.172 Nag ve Raikwar, 2008.

Endonezya 01-03 Anne siitii 100 TE 0.002 TE 0.002 0.6 0.033 0.64 Sudaryanto ve ark., 2006.
Japonya 01-04 Insan siitii 100 <0.001 0.11 - 0.014 0.33 0.013 0.34 Kunisue ve ark., 2006.
Rusya 03-04 Insan siitii 100 0.01 0.8 <0.001 0.1 0.6 0.05 0.66 Tsydenova ve ark., 2007.
Almanya 2005 Insan siitii 90.69 - 0.017 - 0.027 0.159 TE 0.18 Raab ve ark., 2008.
Gana 05-06 Inek siitii - - - <0.001 - 0.002 0.013 - Darko ve Acquaah, 2008.
Meksika 2003 Kegi siitii 100 0.017 0.036 0.038 - 0.013 0.021 - Flores ve ark., 2007.
Polonya 02-03 Siit tirtinleri - - - 0.004 - - - 0.05 Radzyminska ve ark., 2008.
Brezilya 2006 Inek siitii 100 0.003 - - 0.003 0.012 0.001 0.02 Heck ve ark., 2007.
Ispanya 07-08 Inek siitii 100 <0.001 0.002 <0.001 0.002 0.005 TE - Luzardo ve ark., 2012.
ran 2007 Insan siitii 100 0.35 0.735 0.58 1.02 - - 1.93 Behrooz ve ark., 2009b.

2006 Insan siitii 100 1.044 1.16 0.35 0.63 1.814 0.46 2.685 Behrooz ve ark., 2009a.
Belgika 06-09 Insan siitii 100 - <0.001 TE TE TE 0.016 0.124 Colles ve ark., 2008.
Giiney Afrika - Insan siitii - - - - - 1.18 0.83 0.66 Mutshatshia ve ark., 2009.
ABD 2009 Tereyagi - TE TE - <0.001 0.005 TE - Schecter ve ark., 2010.

Inek siitii - TE TE - TE <0.001 TE -

Urdiin 01-07 Inek siitii - 0.06 0.073 TE - 0.027 TE - Salem ve ark., 2009.
Pakistan - Inek siitii 80 0.098 0.048 0.196 - 0.142 0.022 0.278 Zia ve ark., 2009.
Tunus 2010 Insan siitii 100 - 0.04 0.037 0.287 0.509 0.437 1.164 Hassine ve ark., 2012.
Romanya 07-08 Inek siitii 56 0.002 0.001 0.004 0.008 - - 0.013 Georgescu ve ark., 2011.
Uganda - Inek siitii 100 - - 0.026 - 0.009 0.033 0.052 Kampire ve ark., 2011.

KOk ontaminasyon orant, B Tespit edilememistir.
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GIDA VE YEM BIiLiMi - TEKNOLOJiSi DERGIiSi YAYIN iLKELERI VE YAZIM KURALLARI

1. Bursa Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi Dergisi
hakemli bir dergidir.

2. Dergide, 6zgiin aragtirma iiriinii makaleler ile belirli bir konuyu yeterli sayida kaynaktan arastirarak
hazirlanmis derleme makaleleri yayimlanir. Son gelismeleri ve aragtirmalari kapsayan ve orijinal metne
sadik kalinarak yapilan ¢eviri yazilar da yayim i¢in degerlendirilir. Ceviri yazilarda orijinal eserin yabanci
dildeki adi, yazari, yayinlandig1 yer ve yili belirtilmelidir.

3. Dergide yayimlanacak makaleler agagida belirtilen konularda olmalidir:

* Gida ve Yem Giivenirligi ve Kalitesi

+ Gida ve Yem Isleme Teknolojileri

» Gida Katki Maddeleri ve Yem Ham Maddelerinin Kalite Ozelliklerinin Belirlenmesi

* Gida, Su ve Yem Analiz Yontemleri

* Geleneksel Gidalar

* Gida ve Yem Ambalajlari

* Gida Sanayi Atiklarinin Degerlendirilmesi

* Organik Gida ve Yem

* Beslenme

* Gida ve Yem Biyoteknolojisi

*» Gida ve Yem Ekonomisi ve Politikas1 (Gida ve Yemlerde Sosyo-Ekonomik Arastirmalar)

» Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi ile ilgili diger konular

4. Yazlar, 2 yazili kopya ve CD ile birlikte posta ile; bursagida@bursagida.gov.tr adresine elektronik
ortamda gonderilmelidir.

5. Yaziyla birlikte “bu ¢aligma higbir yerde yayimlanmamistir ve yayimlanmak {izere gonderilmemistir”
beyaninin bulundugu ve tiim yazarlarin imzasi olan dilek¢e gonderilmelidir.

6. Gonderilen yazilarin Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi Dergisinde yayimlanmasi ve yayimlanma sirasi
karari, Yayin Kuruluna aittir. Yayimlanmamasi karar1 alinan yazilar ise yazarlarina iade edilir. Yayin Kurulu
belirlenen yazim kurallar ¢er¢evesinde gerekli diizeltmeleri yapmaya yetkilidir.

7. Dergiye gonderilen tiim yazilarin sorumlulugu yazi sahiplerine aittir.

8. Calismanin Hazirlanmasi:

Yazilar Microsoft Word yazilimiyla, A4 boyutundaki kagidin tek yiiziine Times New Roman yaz tipi, 11
punto ve 1,5 satir aralikla yazilmali; sayfanin iist, alt ve sag kenar bosluklar1 2 cm, sol kenar boslugu 2,5 cm
olarak diizenlenmelidir. Metnin higbir yerinde paragraf girintisi kullanilmamali, paragraflar 6ncesi ve sonrasi
6 nk aralik birakilmalidir.

Makale; Baslik, Yazar isimleri ve Adresleri, Ozet, Tiirkce Anahtar Kelimeler, 1ngilizce Baslik, Abstract,
Keywords, Ana Metin (Giris, Materyal ve Metot, Bulgular ve Tartisma, Sonug), Tesekkiir (gerekiyorsa),
Kisaltmalar (gerekiyorsa) ve Kaynaklar ana basliklar1 altinda hazirlanmalidir.

Bashk: Basliklar metne uygun kisa ve acik, ana baslik biiylik harfle, sayfaya ortalanmis, 12 punto; ara
bagliklar yalniz ilk harfleri biiyiik; alt baglik yalnizca ilk harfleri biiyiik, sonuna iki nokta iist {iste konulup,
ayni satirdan devam etmelidir. Tiim basliklar koyu olmalidir.

Yazar Isimleri: Eserin yazar ya da yazarlarinin ad1 ve soyadi basligin hemen altinda bir satir bosluktan
sonra, unvan belirtilmeden, 10 punto, yazarin 6n ismi acik ve kiigiik harflerle, soyadi biiytik harfle
yazilmalidir. Unvan ve bagl olduklar1 kurumlar ile sorumlu yazarin e-posta adresi ilk sayfanin altinda ana
metinden ¢izgi ile ayrilmig dipnot olarak yazilmalidir. Calisma herhangi bir kurumun destegi ile gerceklesmis
ise kurumun adi1 da ilk sayfa altina dipnot olarak yazilmalidir.

Ozet ve Abstract: 200 kelimeyi gegmeyecek sekilde Tiirkge ve Ingilizce yazilmalidir. Ingilizce 6zetin
basina eserin baslig1 ingilizce olarak yazilmalidir.
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Anahtar Kelimeler / Keywords: Ozetlerin altina eser metnini ifade edebilecek en az 5 adet anahtar
kelime belirtilmelidir

Metin: Giris, Materyal ve Metot, Bulgular ve Tartisma, Sonug kisimlarindan olusur.

Caligma icerisinde gecen mikroorganizma isimleri ile latince ifade ve isimler italik olarak yazilmali ve
kisaltmalarda uluslararasi yazim kurallar1 g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Yazi i¢inde gecen tablolar, “cizelge”; grafik, resim, fotograf, harita ve akim semalari ise “sekil” olarak
isimlendirilmeli, sekiller 14x20 cm boyutlarini gegmemelidir.

Cizelge basliklari gizelgenin Ustiine, sekil basliklari ise seklin altina yazilmali ve sirayla
numaralandirilmalidir, kullanilan ¢izelge ve sekillere metin iginde atif mutlaka yapilmalidir. Metin iginde
gegen veriler cizelge ve sekillerin tekrar1 olmamalidir.

Cizelge ve sekillerin basliklari icerikleriyle uyumlu ve anlasilabilir olmalidir. Sekiller ve resimler yiiksek
¢oziiniirliikte (en az 300 ppi ¢oziiniirliikte) olmasina dikkat edilmelidir. Resimler (ve gerekiyorsa sekiller)
* jpg formatinda metin icerisinde yer almalidir.

Verilen tiim ¢izelge ve resimlere metin icerisinde atif yapilmalidir. Atiflar, parantez i¢inde (yazar, tarih)
seklinde yapilmali ve kaynaklar boliimiinde detaylar1 yazilmalidir.

Kaynaklar: Yararlanilan kaynaklar sira numarasi verilmeksizin yazarin soyadi dikkate alinarak alfabetik
siraya gore 10 punto ve tek satir aralig1 yazilmalidir. Ayni yazara ait fazla sayidaki eserler kronolojik olarak
siralanmalidir. Kaynaklar, agagidaki 6rneklerde oldugu gibi, metin icerisinde yazarin soyadi ve eserin yayin
yil1 esas alinarak, yazari belli olmayan kaynaklar metin i¢inde (Anon., y1l) seklinde, kaynaklar boliimiinde
ise Anonymous, yil.,... verilmelidir.

Ornekler; Metin i¢indeki kaynaklara yapilan atiflarda, (Kantar, 1998), (Anon., 1988), (Eksi ve Karadeniz,
1993), (Altan ve ark., 1984); yazarlara yapilan atiflarda, “Kantar (1998)'e gore.., Eksi ve Karadeniz (1993),
Altan ve ark. (1998); ayn1 yazarin birden fazla yaymina atifta bulunuluyorsa, (Kantar 1998a, 1998b)
orneklerinde oldugu gibi yazilmalidir.

Kitap: Anonymous, 1983. Gida Maddeleri Muayene ve Analiz Yontemleri. TOKB Koy Hiz. Gen. Miid.
Yayinlari, Genel Yayin No: 65, 796 s, Ankara.

Kitap béliimii: Oztan, A., 2003. Et Bilimi ve Teknolojisi. TMMOB Gida Miihendisleri Odas1 Yaynlar,
Yayin No: 1 Genigletilmis Baski, s. 200-400, Ankara.

Rhoades, J. D., 1982. Cation Exchange Capacity. Methods of Soil Analysis, Part 2, Chemical and
Microbiological Properties, 2nd ed., Ed: A.L. Page. Soil Sci. Soc. of Amer. Inc., Madison, Wisconsin, pp.
149-157.

Kongre bildiri veya poster: Parsons, C.M. 1994. Amino acid availability for poultry. 9th European
Poultry Conference, World's Poultry Science Association, Book of proceedings, Glasgow, UK, Vol: 2, 356-
359.

Makale: Karakaya, M., Sarigoban, C. ve Aksogan, M., 2003. Tavsan etinin prerigor ve postrigor
asamalarinda bazi teknolojik 6zelliklerinin tespiti. Gida ve Yem Bilimi-Teknolojisi Dergisi, 3: 15-19.

Internet Kaynagi: Warrence, N.J., Bauder J.W. and Pearson K.E., 2004. Basics of salinity and sodicity
effects on soil physical properties. Land Resources and Environmental Sciences Department, Montana State
University, http://waterquality.montana.edu/docs/methane/basics.pdf (Accessed 15.12.2004).
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SE m LABORATUAR CIHAZLAR! PAZ. SAN. ve TIC_ALS, Agilent Technologies

Agilent Authorized Distributor

Agilent 7000C Triple Quadrupole GC/MS Sistemi

Endistriye yon veren kesinlik, dngruluk e
ve hassasiyeti saglamak icin gEllE}ttrllmlE
termal profili ile ikinci nesil

Ekstraktor Iyon Kaynagl

f :

- Basu numune hazirlama

* Biiyiik matriks degisimi
* Analiz siresind

Agilent; eser seviyede hedeflenen pestisit miktar tayini icin, 7000C Triple Quadrupole GC/MS Sistemine dayali iki
farkli pestisit analizori sunuyor. Bu sistemler Agilent'in ortalama 8 MRM, 1000%in lizerinde pestisit ve diger toksik
kontaminantlari iceren, pestisit ve cevresel kirlilikler veritabani ile geliyor. Bu veritabani alilkonma zamani sabitleme
de dahil, dakikalar icerisinde size dzel GC/QQQ metodu gelistirmeye yonelik araclar da sunmaktadir.



Gida Analizleriniz igin
Guvenilir Analitik Cozumler

Bizim deneyimimiz, sizin basariniz!
Sizin basariniz, bizim deneyimimiz!

Shimadzu LCMS-8030 Sivi Kromatografi Shimadzu GCMS-TQ8030 Gaz Kromatografi
Triple Quadrupole Kiitle Spektrometre Sistemi Triple Quadrupole Kiitle Spektrometre Sistemi
 Ultra-Yuksek MS Hizi o Yiksek Hassasiyetli lyon Kaynagi
* UFSweeper Teknolojisi ile saniyede 500 MRM gegisi o UFsweeper® ve ASSP™ ile Ultra Yuksek Hizli
* Benzersiz polarite gecis hizi Tarama Performansi
* Shimadzu UHPLC ile tam entegrasyon ve yiksek verim e Farkli Olcim Modlari ile Yiksek Secicilik ve

Zengin Uygulama Secenekleri
LCMS-8030 ile Yapabileceginiz Bazi Analizler: e Patentli Overdrive Lens Guriltu Azaltma Teknolojisi
Pestisit ve Zirai [lag Kalintisi Analizleri o AART ve Easy sTop gibi kullanici Dostu Ozellikler
Veteriner [lag ve Hormon Analizleri i . e .
Meyve Sebzelerde Pestisit Kalintisinin Miktar Tayini GCMS-TQ8030 ile Yapabileceginiz Baz1 Analizler:
Suda Coziinen Vitaminlerin Miktar Tayini Pestisit ve Akrilamid Analizleri

Yag Asitleri Analizleri

Aroma ve Alkol Analizleri

Koruyucu Analizleri

Gida ile Temas Eden Ambalaj Analizleri

Yapabilecekleriniz bu kadarla sinirli degil!

HPLC ile Aflatoksin ve diger Mikotoksinler, Tatlandirici ve Antibiyotik Analizleri, AAS ile Agir Metal Analizleri, FTIR
ile Ambalaj Analizleri, BioSpec Nano ile DNA/RNA/Protein Kantitasyonu ve gidaya yonelik daha nice uygulama
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BORATORIES

Molekdler biyoloji alaninda yapmak istediginiz her tur

arastirma konusu icin, firmamiz blnyesinde bulunan e e ¥
laboratuar imkanlarindan faydalanabilir ya da hizmet alabilirsiniz. a0 T

Molekuler Genetik Yontemlerle
Yapilan Arastirma Konulari;

» SNP Analizi

» Mutasyon Tayini

» MRNA Array

« MIRNA Array

» CGH Array

» Metilasyon Array

« ChiIP - chip

« CNV Array,

= Yeni Nesil Dizileme,

» Patojen Tespiti,

» Virus / Bakteri Deteksiyonu,

» llac Direnci Tespiti, Var/Yok Analizi,

« Ette Tur Tayini, Kantitatif Analiz,

* GMO Arastirma, Meiting Analizi,
High Resolution Meiting Analizi

Laboratuvar imkanlari;

* Roche Magna Lyser Homojenizator

* Roche MagnaPure Compact Otomatik Nukleik Asit izolasyon Robotu
* Roche LightCycler 480 Real-Time PCR sistemi

* Roche LightCycler 1.5 Real-Time PCR sistemi

* Agilent Array Platformu

* Roche GS Junior Yeni Nesil Dizileme

* Agilent Bioanalyser,

* Hucre Kultar Laboratuvar
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INTSRLAB  [SOLAB

LABORATUAR URUNLERI SAN. ve TiC. A.S Laborgerate GmbH

SIGMA-ALDRICH" Tiiketicilerinin ihtiyaglarini

karsilayacak her bir bilgi parcasini

SUPELCO uriin veya hizmet kalitesine

Analytical donusturmenin gururunu
ALDRICH FRPIFORS.
Chemistry —
” Baska nasil bir marka
SIGMA Nty ) o
Life Science urunlerini 59 ulkeye ihrac edebilir ki?

Flukar

Analytical

www.interlab.com.tr www.isolab.de
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Laboratuvarinizdaki tum cihazlar fek bir tusla ¢alisiyor, One Click™!
One Click™, hizl metod segme ve adapte etme olanagi, yiksek glvenlik ve zamandan tasarruf saglar.

Nem Tayin Cihazlar Titratorler Hassas Teraziler

Termal Analiz Cihazlar pH Metreler RAININ Pipetler
Yetkili Bolge Bayilerimiz
Marmara Bdlgesi Arif Malyer Elekironik Terazi Lab. Cih., Tel: 0224 272 68 00
Ege Bdlgesi ve Akdeniz Bolgesi ECS Laboratuvar Cihazlar Ltd. Sti., Tel: 0232 435 17 87
Ankara ve i¢ Anadolu Bolgesi Mettech Ankara , Tel: 0506 710 13 71
Adana ve Giiney Dogu Anadolu Bolgesi  Promed, Tel: 0322 226 55 65 ) WWW mt.com
Van ve Dogu Anadolu Bdlgesi Aygenler, Tel: 0432 216 58 52

Mettler-Toledo TR, Altunizade Mah. Haluk Tirksoy Arka Sk.
No: 6-Z1, Uskidar/istanbul Tel: 0216 400 20 20
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bioMe’rieﬁiﬁé_ "y
Mikrobiyolojide Lic

Pioneer today and tomorrow™

S Hazir Besiyerleri bioMérieux,
Butln gida Ureticilerine,
mikrobiyolojik kalite kontrollerini

BioBall saglamada
BioBall
Sayisi Belirli Kalite e Hizl
Kontrol Suslari £ :
e Glvenli
#am IDEAL 3P° e Uyumlu ve
R~ Airideal ® Hassas
.i ¢ Aktif Hava Kontrol W .
. Cihazi Sonuclar veren ¢coztimler sunar...
Dilumat
Otomatize

Diltisyon Terazisi

Smasher
Hiz Ayarli ve Sessiz
Stomacher Cihaz

Vi/pas|

Hizli Patojen

. : ‘ Tespit Sistemi

TEMPO
——reader
Otomatize Gida )
Mikroorganizmalan vi c‘gﬁg 2
Sayim Sistemi

Tam Otomatik
Mikroorganizma
Tanimlama Sistemi

BIODMEIRIEUX

INDUIETRY

Tel: 444 00 83 info@biomerieux.com.tr www.biomerieux.com.tr



Lezzet “Emek” ister.

Yarim asirdir oldugu gibi...

Sizma
Zeytinyad

[k

www.emekyag.com.tr
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BOLACALAR

UN -YEM-YAG +*

Bolacalar yarim asirlik tecribesiyle,tarimsal triinleri isleyerek gida ve yem
sanayi icin gerekli olan baslica Urilinleri ve hammaddeleri Gretmektedir.

BOLACALAR Un-Yem-Yag Gida San. ve Tic. A.S.

Adres : Bursa Cad. No:45/1 Yenisehir / Bursa

Tel : 0224 773 1821 Faks : 0224 773 1823

www. bolacalar.com bolacalar@bolacalar.com SGS 1SO 9001-5GS IS0 22000



