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OZET

Artan tiiketici talebi nedeniyle, pastorizasyon ve sterilizasyona alternatif
olabilecek, gida icerigi ve toplam gida kalitesine etkisi az olan, yeni gida iiretim
yontemleri Onem kazanmaktadir.  Ultrasound yontemi yada sonikasyon gida
endiistrisinde alternatif teknolojilerden birisidir. Ultrasound prosesi heniiz baslangic
asamasin1 yasamaktadir, endistriyel ¢apta teknoloji gelistirmek ve ultrasoundun gida
ozellikleri lizerindeki etkisini tam olarak agiklamak icin, pek ¢ok calisma yapilmasi
gerekmektedir.

Bu calismada, L. monocytogenes’ in sonikasyon uygulamasi ile inaktivasyonu
(20 kHz, dalga siddeti 49.6 um , 84.4 um ve 99.2 um), 20, 30, 40, 50 °C’ de, sitrat
tamponunda pH 3.0, 4.0, 5.0 ve 7.0 de ¢alisilmistir.

Desimal rediikstiyon zamani (D degeri) verilen sicaklik, pH ve amplitiidde canli
hiicrelerin sayisim1  bir logaritmik birim azaltan yada populasyonun % 90 mi
Oldiirebilmek i¢in gerekli olan siire olarak hesaplanmistir.

D degerleri arasindaki, degiskenlerden (sicaklik, pH ve amplitiid) kaynaklanan
farkliliklarin 6nemliligini belirlemek i¢in Varyans Analizi yapilmigtir. D degerlerinin
tizerine sicaklik, pH ve amplitiid gibi faktorlerin etkisi istatistiksel olarak oOnemli
bulunmustur (p= 0.00).

Ultrasonik dalga siddeti arttikca L. monocytogenes hiicrelerinin  direncliligi
azalmustir. Ultrasonik dalga siddeti 49.6 um ve 99.2 um (50 °C, pH 7.0) oldugunda D
degerleri sirasiyla 0.63 ve 0.47 olmustur.

Calisilan sicaklik araliginda, sicakliktaki diisiis L. monocytogenes’ in
duyarliligini etkilemistir. 30, 40 ve 50 °C” deki (pH 7.0, 99.2 um) D degerleri sirasiyla
4.76, 2.83 ve 0.47 olarak belirlenmistir.

pH 4.0, 5.0 ve 7.0 de (30 °C, 99.2 um) yapilan denemelerde elde edilen D

degerleri ise sirasiyla sirasiyla 1.90, 2.15 ve 4.76 olmustur.



ABSTRACT

Alternative methods for pasteurization and sterilization are gaining importance,
due to increased consumer demand for new methods of food processing that have a
reduced impact on content and overall food quality. Ultrasound processing or
sonication is one of the alternative technologies in the food industry. Ultrasonic
processing is still in its infancy and requires a great deal of future research in order to
develop the technology on industrial scale, and to more fully elucidate the effect of
ultrasound on the properties of foods.

In this study, resistance of L. monocytogenes cells to action of ultrasound (20
kHz, wave amplitude 49.6 um , 84.4 um and 99.2 um) was analyzed at 20, 30, 40, 50
°C in citrate buffer at pH 3.0, 4.0, 5.0 and 7.0.

Decimal reduction time (D) value was calculated as the time required to reduce
the number of viable cells by one log cycle or the kill 90% of population at a given
temperature, pH and sonic wave amplitude.

Variance analysis was performed to determine significance differences among D
values due to the variables (temperature, pH value and amplitude). Affect of factors
like temperature, pH and amplitude toward D values was statistically significant (p=
0.00).

Resistance of L. monocytogenes cells decreased as ultrasonic wave amplitude
increased. D values of cells were respectively 0.63 and 0.47 min. when ultrasonic
wave amplitude used 49.6 um and 99.2 um (50 °C, pH 7.0).

In the temperature range investigated, the reduction of temperature affected
sensitivity of bacteria. D values were for 30, 40 and 50 °C (pH 7.0, 99.2 um) 4.76, 2.83
and 0.47 respectively .

D values obtained from experiments performed at pH 4.0, 5.0 and 7.0 were (30

°C, 99.2 um) 1.90, 2.15 and 4.76 respectively.
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1. GIRIS

Giliniimiizde tiiketiciler daha taze, besleyici degeri yiiksek ve giivenli gidalar
kullanmak istemektedirler. Bu durum, gidalardaki mikroorganizmalarin ve enzimlerin
inaktivasyonu icin termal proseslere alternatif olabilecek, nontermal gida koruma
yontemleri ilizerinde calisilmasi gereksinimini giindeme getirmistir (Piyasena, et al.,
2003).

Gidalan saglikli ve giivenli kilmak, kayiplar1 en aza indirmek, dayanikliligin
artirmak iizere korumak gerekmektedir. Gida koruma ve islemede temel kavram;
gidanin ilk gilinkii tazeligini bozmadan veya buna en yakin o6zelliklerle saklanabildigi
siire olan raf Omriinii uzatmaktir. Bu da gidanin bilesim ve karakter o6zelliklerinde
istenmeyen yonde meydana gelebilecek bozulmalarin onlenmesi ile gerceklesebilir.
Fiziksel ve kimyasal faktorlerle bozulmalar meydana gelmesine karsin mikrobiyal
faktorlerle olusan bozulmalar 6nemli bir yer tutmaktadir. Gida maddelerinde
mikrobiyal gelisimlerin baskilanmasi veya 6nlenmesi, bozulmalarin engellenmesinde
temel yaklasimdir. Bozulma faktorlerini i¢ ve dig faktorler olarak ozetlemek
miimkiindiir. I¢ ve dis faktdrleri mikrobiyal gelisme, ¢ogalma ve azalma icin engel
parametreler olarak tanimlayip hedeflenen iirlin eldesi i¢in gerekli dnlemleri almak
temeldir (Ozhan, 2000).

Mikroorganizmalarin biiylimelerine etki yapan en onemli faktorlerden birisi
sicakliktir.  Sicaklik yasayan organizmalari iki karsit yonde etkileyebilir. Sicaklik
arttikca hiicredeki kimyasal ve enzimatik reaksiyonlar artar ve hizlanir. Fakat belli bir
sicakligin tizerinde proteinler, niikleik asitler ve diger hiicresel komponentler geri
dontissiiz bir hasara ugrayabilirler. Bu sebepten her mikroorganizma i¢in gelismenin
goriilmedigi bir minimum sicaklik, gelismenin ¢ok hizli oldugu optimum sicaklik ve
gelismenin miimkiin olmadig1 bir maksimum sicaklik vardir. Mikroorganizmalar,
sicaklik istekleri goz Oniine alinarak psikrofiller (0-20 °C arasinda iyi biiyiiyenler),
mezofiller (20-45 °C arasinda iyi biiyiiyenler), ve termofiller (45-60 °C arasinda iyi
biiyiiyenler) olarak 3 grupta toplanirlar (Madigan ve ark., 1997 ; Oner, 1992).

Mikroorganizmalar kendi enzimatik faaliyetlerini, dolayisiyla yasamsal

faaliyetlerini normal olarak siirdiirebilmek i¢in bulunduklar1 ortam pH’ sinin da kendi



isteklerine uygun olmasini isterler. Ayrica mikroorganizmanin faaliyeti sonucu ortam
pH’s1 degisir. Bu degisimi mikroorganizmalar hosgorii ile karsilayamadiklarinda

faaliyetleri yavaslar veya durur(Oner, 1992).

Gidalarin pH’sim1 diisiiren ve organik asitler meydana getiren gida imalat
yontemleri, gidalarda mikrobik gelisimin Onlenerek gida giivenliginin saglanmasi
acisindan yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bununla bereber, bazi patojen
mikroorganizmalarin diisiik pH’ya toleranslari, diisiik pH’l1 gidalarda canl kalislar1 ve
cok diistik pH’ nin oldiiriicii etkisine direngleri ortaya konmustur. Bu yiizden, farkli
gidalardaki riskleri ve onlarin gelisimlerini geriletmek veya kontrol altinda tutmak icin
gereken c¢evre kosullarimi  miimkiin oldugu kadar dogru belirlemek igin
mikroorganizmalarin pH tepkilerini anlamak ve onceden bilebilmek dnemlidir (Presser,
etal., 1997).

Bazi mikroorganizmalar gidalarda bozulmalara neden olarak onlar tiikketilemez
hale getirmeleri nedeniyle ve bazi1 mikroorganizmalar da bozulmaya neden olsun veya
olmasin patojen olmalar1 nedeniyle gidalarda bulunmalar1 istenmez. Sonradan ortaya
cikan patojen gelisimi, gida kaynakli hastalik riskinin artmasina neden olmaktadir.
Patojen mikroorganizmalarin gidalarda varliklar cesitli ayirma yontemleri, 1s1l iglem,
koruyucular, pH ve su aktivitesi gibi i¢ faktorlerin yardimi ile kontrol altinda tutulmaya
ve gida giivenligi saglanmaya caligilir. Gidalardaki mikroorganizmalar1 inaktive etmek
icin en ¢ok kullanilan fiziksel yontemler pastorizasyon ve sterilizasyondur. Termal
proseslere alternatif olacagi diisiiniilen yontemlerin, enerji gereksinimi az, dolayisiyla
daha ekonomik ve c¢evreyle barisik, temiz enerji kaynaklari olmasi gerekmektedir
(Piyasena, et al., 2003). Gida endiistrisinde nontermal islemi yaymak i¢in bu
teknolojilerin, geleneksel ya da su anda kullanilan gida koruma teknikleri ile bilesimi
tizerinde calisilmaktadir.  “Hurdle technology” olarak bilinen bu yaklasim gida
korumasindaki geleneksel tekniklerin kullanilmasinda basariyla uygulanmaktadir
(Leistner and Gorris 1995). Gida korumada termal proseslere alternatif olarak
kullanilan nontermal proseslerden bazilar;; pulse-electric  field, pulse-light,
mikrofitrasyon, yiiksek basing ve ultrasonikasyondur. Son yillarda gida endiistrisi,

ultrasonik dalgalarin  gida islemenin degisik asamalarinda kullanilabilecegini



kesfetmistir. Ultrasonik dalgalar gida endiistrisinde giderek artan sayida uygulama
alanlar1 bulmustur. Isil islemlerle birlikte uygulanarak, 1s1l islem siiresi ve sicakligin
diisiirerek gidalarin sterilizasyon prosesini hizlandirmaktadir (Piyasena, et al., 2003).

Ultrasoundun pastorizasyona olan avantaji; lezzet kaybinmi (6zellikle tatli meyve
sularinda) minimuma indirmesi ve dikkate deger bir enerji tasarrufu saglamasidir.
Ultrasound bir gida muhafaza yontemi olarak kullanilacaksa, sicaklik (termal islemde
kullanilan diizeyin altinda) gibi diger fiziksel yontemlerle kombine olarak uygulanmasi
islemin verimliligini artirmaktadir. Ayrica 1sitma, ekstrem pH ve klorlama gibi diger
dekontaminasyon teknikleriyle birlikte kullanildiginda mikroorganizma inaktivasyonu
daha verimli olmaktadir (Piyasena et al., 2003).

Ultrasonik uygulamalarda, mikrobiyal inaktivasyon verimliligini;
mikroorganizma tiirii, gidanin kompozisyonu gibi pek ¢ok faktor etkilemektedir. Son
yillarda ultrasonik uygulamalar iizerinde bu faktorlerin etkisi lizerinde bazi ¢aligmalar
yapilmistir, ancak bunlarin betimleyici matematiksel modeller ile tanimlanmasi
tizerinde fazla calisma yoktur. FDA(Food and Drug Administration), ultrasonik
uygulamalarin gidalar i¢in {imit vadeden bir muhafaza yontemi oldugunu, ancak
uygulanabilirligi a¢isindan arastirmalarin  arttirilmas:  gerektigini  bildirmektedir
(Anonymus, 2000).

Bu caligmada ultrasonik titresimlerin Listeria monocytogenes inaktivasyonu
lizerine etkisi, ¢esitli sicaklik dereceleri ve pH degerleri ile kombine edilerek
incelenecektir. Kullanilan inaktivasyon yontemlerinden elde edilen sonuglar
betimleyici matematiksel modellerle agiklanacaktir. Elde edilen bu temel verilerin gida
giivenligi, betimleyici mikrobiyoloji, iirlin gelistirme gibi alanlarda ¢ok yararli olacagi

diistiniilmektedir.

1.1. Ultrasound

Ders kitaplar1 ultrasound’u saniyede 20.000 ve daha iizerinde titresim veren ses
dalgalariyla olusan enerji olarak tanimlamaktadir. En basit tanimlama ile “frekans1 20
kHz yada daha fazla olan ses dalgalaridir” (Butz and Tauscher, 2002). Genellikle
ultrasound cihazlarn 20 kHz-10 MHz lik frekanslarda kullanilmaktadir.  Gida



proseslerinin mikroorganizma inaktivasyonu amaciyla kullandigi kavitasyon yapan
“Power Ultrasound” (20-100 kHz) dur (Piyasena et al., 2003).

Ultrasonik dalgalar anne karnindaki fetiisiin gelisiminin goriintiilenmesine
benzer sekilde sebzelerin ve meyvelerin gizli ¢iiriiklerinin ve i¢ kalitelerinin {liriine zarar
vermeden test edilebilmesi amaciyla da kullanilmaktadir(Mizrach, et al., 1994). Floros
and Liang (1994) gida iiretimi ve islenmesinde diisiik siddetli ve yiiksek frekansh
ultrasoundun kullanilmasi iizerinde yogunlagsmistir. Bu endiistriyel beklentiler; tekstiir,
viskozite ve bir ¢ok kat1 yada s1vi gidalarin konsantrasyon Ol¢limlerini; sebze-meyve, et,
yumurta, siit ve diger gidalarin bilesimlerinin belirlenmesini, akis diizeyi ve sicaklik
Ol¢timlerini, ambalajlanmis gidalara ve yumurta kabuklarina zarar vermeden kontrol
edilebilmesini kapsamaktadir.

Floros ve Liang (1994) aymi zamanda yiizeylerin temizlenmesi, kurutma ve
filtrasyon, mikrorganizmalarin ve enzimlerin inaktivasyonu, hiicre tahribati, sivilardan
gazlarin ayristirilmasi, 1s1 transferi ve ekstraksiyon proseslerinin hizlandirilmas: ve
difiizyona bagli herhangi bir prosesin gelistirilmesi gibi gelisimleri de listelemistir.

Tim bunlar agikca gostermektedir ki; ultrasound teknolojisinin, gida
endistrisindeki uygulamalar1 bugiin ve gelecekte oldukca biiyiik bir ¢esitlilik

gostermektedir.

1.1.1. Ultrasound Uygulamalarimi Etkileyen Faktorler

- Ultrasonik dalgalarin biiyiikligii (amplitiidii)
- Mikroorganizma ile temas/etki siiresi

- Mikroorganizma tiirti

- Gidanin kompozisyonu

- Uygulama sicakligi

Eger ultrasound diger yontemler ile birlikte uygulanacaksa bu metodlarla ilgili
diger faktorler de hesaba katilmalidir.



1.1.2. Mikrobiyal inaktivasyon Mekanizmasi

Genel olarak, mikrobiyal inaktivasyon amaciyla ultrasound kullanimi {izerine
yapilan c¢aligmalarin sayist olduk¢a azdir. Vejetatif bakterilerin inaktivasyonunun
mekanizmasi hiicreler arasi bosluklarin olmasi ile meydana ¢ikmaktadir. Maksimum
etki hiicrelerin pargalanmasiyla sonuglanir. Sporlar icin mekanizma agik¢a belli
degildir. Kavitasyon (bosluk olusumu) belki rol oynayabilir, ama bir yardimci
gerekmektedir, ¢linkii ultrasound’un tek basina sporlar iizerine bir etkisi yoktur. Diger
uygulamalarin sporlarin inaktivasyonu iizerine temel bir etkisi vardir. Diger teknikler
ile birlikte ultrasound kullanildigi zaman inaktivasyon mekanizmasi tam olarak
anlagilamamigtir. Ayni zamanda ultrasoundun zarara neden olup olmadigr ve diger
inaktivasyon metotlar1 ile kombinasyon halindeki ultrasound ile kullanimda olan
depolama yontemlerinin kullanilip kullanilamayacagi ve iiretim ¢esitliligi {izerine etkisi

olup olmayacagi da agikliga tam olarak kavusmamistir (Anonymus, 2000).

Ultrasound halihazirda kullanilan gida muhafaza yontemlerinin etkinliginin
arttirtlmas1 agisindan bir potansiyele sahiptir. Ancak, mikroorganizmalarin ultrasonik
metotlarla inaktivasyonu konusunda hi¢bir matematiksel metot formiile edilmemistir

(Anonymus, 2000).

Gida (dreticileri, son trlindeki bakteriyal yilikii minimize edebilmek ig¢in
hammaddedeki kontaminasyonu minimuma indirgemek, gidada bulunabilecek tiim
mikroorganizmalar1 inaktive etmek ve inaktive olmayan mikrobiyal populasyonlarin
gelismesini Onleyecek tedbirler almak zorundadirlar. Bakteriyal inaktivasyon ig¢in
kullanilan klasik uygulamalar 1s1l islemlerdir (0r: pastorizasyon, ultra high temparature-
UHT). Ancak bu tiir islemler, 1s1l iglem stiresi ve sicakligina bagli olarak, gidanin besin
degeri ve genel Ozelliklerinde istenmeyen degisimler meydana getirebilmektedir

(Piyasena et al., 2003).

Ultrasoundun bakterisidal etkisi intaselliiler kavitasyon ile ilgilidir (Huges and
Nyborg, 1962). Ultrasonikasyon sirasinda mikroskobik baloncuklarin olusumu ve

patlamasiyla olusan mekanik sok ile, hiicredeki yapisal ve fonksiyonel komponentler



parcalanmakta ve hiicrenin lizisine neden olmaktadir. Mikroorganizma hiicrelerinden
hiicresel materyal ekstraksiyonu i¢in, ultrasoundla hiicre lizisi iyi bilinen bir laboratuvar
metodudur (Skauen, 1976). Stumpf ve ark. (1946), ultrasonik yontemle bir c¢ok
bakteriden verimli ve aseptik hiicresiz enzim ekstraktlari elde etmistir.

Ultrasound ile yapilan inaktivasyon, vejetatif hiicre lizisleri icin oldukga
verimlidir, ancak ayni durum sporlar i¢in s6z konusu degildir. Ultrasound tek bagina
sporlar {izerine cok etkili degildir. Spor inaktivasyonunda ultrasoundla birlikte
kullanilacak diger fiziksel yontemler, inaktivasyondaki basari oranini arttiracaktir.
Laboratuvarda lizis ¢aligmalar1 genel olarak su sekilde yapilir; mikroorganizma kiiciik
hacimli bir tamponda siispanse edilir, siispansiyonun i¢ine kondugu reaksiyon kabi bir
buz kutusuna yerlestirilerek sicaklik kontrol altinda tutulur ve sonikatdriin probu
mikroorganizma siispansiyonunun i¢ine daldirilarak sonikasyon islemi yapilir. Bu
sekilde yapilan lizis uygulamalarinda, silispansiyondaki lizis verimi %100’
yaklagmaktadir(Anonymus, 2000).

Endiistriyel capta gida islemede ultrasonifikasyonun mikrobiyal inaktivasyon
amacli kullannminda ise, mikrobiyal lizisin verimini diisliren ¢esitli kritik faktorlerin
kontrolii tam olarak saglanamadig1 icin, bazi zorluklarla karsilasilmaktadir.  Ayrica
gida icindeki bakteri hiicreleri yada sporlari, ultrasonik inaktivasyona, siispansiyon
halde olduklarindan daha direnglidirler. Gidalarin pek ¢ogunun heterojen yapida
olmasi, ¢ok farkli bilesimlerde olabilmeleri nedeniyle, ultrasonik dalgalarin
mikroorganizmalar1 inaktive etmede bir koruma yontemi olarak tek basina kullanimini
ciddi bir sekilde kisitlamaktadir. Bu kisitlamalara ragmen ultrasoundun diger koruma
yontemleri ile birlikte kullanimi (sicaklik, yiiksek basing), endiistriyel uygulamalar i¢in
bliylik bir potansiyel olusturmaktadir (Anonymus, 2000).

Yapilan incelemeler sonucunda, gidalarda ultrasound kullanilarak yapilan
milrobiyal inaktivasyon caligmalarinin biiyiik bir boliimii tampon ¢ozeltiler ve
besiyerlerinde denenmistir. Gidalarda yapilan benzer g¢alismalarin sayisi oldukca

kisithidir. Aym eksiklik kinetik veriler olusturma konusunda da mevcuttur.



1.2. Ultrasound Diger Yontemlerle Kombine Edildiginde, Uygulamayi
Etkileyen Faktorler

McClements (1995) ultrasound ile mikroorganizma inaktivasyonunda klorlama,
ekstrem pH kullanimi ve kaynatma gibi diger dekontaminasyon tekniklerinin birlikte
kullanilmasinin da inaktivasyon verimini arttirdigini ileri stirmiistiir.

Daha once de belirtildigi gibi ultrasonikasyonla bakteri inaktivasyonundaki
basar1 tire gore degismektedir. L. monocytogenes, cesitli Salmonella suslari,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis gibi bakterilerle
ultrasonifikasyon denemeleri yapilmistir.

L. monocytogenes’ in ultrasoundla kombine edilen yontemlerle (sicaklik ve
basing uygulamasi) inaktive edilebildigine iliskin c¢alismalar bulunmaktadir.
Ultrasonikasyon (20 kHz, 117 pum amplitud) degisik sicakliklarla (62-68 °C) birlikte
uygulandiginda, farkli sicaklik uygulamasinin, daha 6nce sicaklik soku uygulanmis (180
dk, 45°C’de) L. monocytogenes’ in inaktivasyonunda etkili sinerjistik bir etki
goriilmiistiir (Pagan et al., 1999a). L. monocytogenes i¢in desimal rediiksiiyon siiresini
(belirli bir sicaklikta bakterileri populasyonunun % 90’ 11 inaktive etmek yada
oldiirmek i¢in gerekli siire = D degeri) 4.3 dakika olarak belirlemislerdir. Sonikasyon
uygulamasi 200 kPa’ lik bir basing ile birlikte uygulandiginda D degeri 1.5. dakikaya
inmistir. Basing 400 kPa’ a yiikseldiginde ise D degeri 1.0 dakika olmustur. 50 °C’ ye
kadar olan sicakliklarda belirgin bir etki artisi gozlenmezken, 50 °C’ nin {izerinde
dikkate deger bir artis elde etmiglerdir. Yapilan denemede, 20 kHz, 117 pm amplitud
64 °C, 200 kPa’ lik bir basing uygulandiginda L. monocytogenes igin D degeri 0.34
dakika olmustur (Pagan et al., 1999b).

Literatiir incelemeleri sonucunda, ultrasound kullanilarak, kiimes hayvanlarinin
etleri ve siit gibi hayvansal kaynakli cabuk bozulan besinlerdeki gram-negatif
patojenlerin inaktivasyonunun hedef alindig1 goézlenmistir (Lilliard 1994). Bu tiir
calismalarda uygulama ¢ogunlukla sivi besin ortamlarinda olmustur. Ornegin Lee ve
ark. (1989) peptonlu su igindeki Salmonella populasyonunu, 10 dakika siireyle
ultrasound ile muamele etmisler ve yaklasik olarak 4 logaritmik devirlik bir

inaktivasyon meydana geldigini bildirmislerdir. Bununla beraber ¢ikolatali siit icindeki



Salmonella sayist 30 dakikalik bir muamele ile yalmzca 0,8 logaritmik devir
diistiriilebilmistir, bu durumda ¢ikolatal1 siitiin mikrobiyal inaktivasyona karsi 6nemli
bir koruma gosterdigi kabul edilir.

Bir bagka arastirmada tavuk eti derisindeki mikrobiyal populasyon azalisi,
sonikasyon ve klorlama yontemi bir arada ve tek tek uygulanarak test edilmistir.
Caligma sonunda, sonikasyonun klorlu suda yapildigi denemelerde bakteriyal
populasyondaki azalma daha dikkate deger bulunmustur (Lillard, 1993; Lillard, 1994).
0.5 ppm klor iceren soliisyonda ultrasonik dalgalara maruz birakilan tavuk
orneklerindeki bakteriyal populasyon, sonikasyona maruz birakilmamis orneklere gore
daha fazla azalmigtir. Benzer sonuglar, pH =2 - 4 ve 0.5 i¢in %] laktik asit ile birlikte
ultrasonik enerjinin 2-3.5 dakika uygulamasindan once ve sonra tavuk bagetleri firina
sokulup cikarildigr zamanda elde edilmistir. 0.7 ve 15 dakika sonra aerobik plaklardaki
sayimlar, ultrasonifikasyonun ¢ok onemli bir etkiye sahip olmadigini gdstermistir (Sams

and Feria 1991).

Marulda power ultrasoundla yapilan bir calismada (32-40 kHz), klorun S.
typhimurium’ un inaktivasyonu arttirdigi belirlenmistir (Seymour et al., 2002).

Wrigley ve Llorca (1992) Brain Heart Infusion Broth, Skim Milk ve sivi
yumurtada ultrasonikasyon ile S. typhimurium’ un inaktivasyonunu c¢alismislardir.
Brain Heart Infusion Broth’ da, S. typhimurium’ u 30 dakika siireyle farkli sicakliklarda
sonikasyona birakmuslar ve hiicre sayisindaki azalma 40 °C” de 3 logaritmik birim, 20
°C’ de ise 1 logaritmik birim olmustur. Skim Milkte 30 dakikalik sonikasyon 50 ve 40
°C’ de uygulanmis ve hiicre sayisindaki azalma sirasiyla 3.0 ve 2.5 logaritmik birim
olmustur. Sivi yumurtada ise hiicreler bu uygulamaya daha diren¢li olmus ve 30
dakikalik sonikasyon 50 °C’ de uygulandiginda maksimum bakteri inaktivasyonu <l
logaritmik birim olmustur. Arastirmacilar, yliksek viskozitenin mikroorganizmay1
kavitasyonun inhibitor etkisinden koruyan bir etki yarattigin1 belirtmiglerdir. Hiilsen’
de (1999), sivi yumurtanin oldukga yiliksek olan viskozitesinin kavitasyonu azalttigini
belirtmistir.

Ordonez ve ark. (1984) Streptoccocus faecim ve S. durans’in inaktive edilmesi
icin 5-62 °C’ ye kadar genis bir sicaklik araliginda, 20 kHz/160 W ultrasound’u
kombine bir sekilde kullanmistir. Sicaklik ile birlikte ultrasound kullanildiginda, iki



yontemin ayr1 ayr1 kullanimindan daha fazla etkili oldugunu bildirmislerdir. Yalnizca
sicaklik uygulamasi ile yapilan denemeyle karsilastirildiginda, sicaklik ve ultrasound’un
birlikte kullanilmasi, termodurik enterokoklarin populasyonunu yaklasik 1 logaritmik
devir daha fazla azaltmistir. Arastirmacilar bu calismayi; 0,1 M dimetilglutarik asit
tamponunda (pH= 6.6) gerceklestirmiglerdir. Yontem gida icinde test edilmemis olsa
da, ultrasound kullanimi ile siit pastdrizasyonu yapildiginda sicaklik ve zamandan
tasarruf saglanacagini bildirmislerdir.

Ultrasound uygulamasinin su ortamindaki E. coli lizerine etkisi (24 kHz ve
degisik amplitudlerde) Scherba ve ark. (1991) tarafindan arastirllmistir. Uygulama
stiresinin artisina paralel olarak bakteriyal populasyondaki azalmada artis olmustur.
Ultrasonikasyon siddetinin ise populasyon sayisini etkilemedigini bildirmislerdir.

Ultrasonikasyonla siispansiyon haldeki E. coli’ nin, siispansiyondan ayrilarak
konsantre edilebildigi de kesfedilmistir (Miles et al., 1995). E. coli hiicreleri (6x10’
cfu/ml) %1’ lik siit iceren kiivette slispanse edilmis ve 2.05 MHz ve 360 kPa’ da 3
dakika sonikasyona maruz birakilmistir. Bakterilerin siispansiyondan ayrilis1 kiivette
gri renkli bantlarin olusmasi ile gozlenmistir. Hiicrelerin bu sekilde siispansiyondan
ayrilmasit konusunda birbiriyle ¢elisen farkli teoriler ortaya konulmustur.

Limaye ve Coakley (1998), E. coli ve Saccharomyces cerevisiae’ yi 1 ve 3
MHz’ lik sonikasyona tabi tutmuslar ve hiicrelerin % 95.5’1 siwrasiyla 4.5 ve 11.5
dakikada siispansiyondan ayrilmistir.

Diger bir ¢alismada E. coli’ ye uygulanan, 700 kHz lik sonikasyon islemi
lizerine, sicaklik ve pH nin etkisi arastirilmustir. E. coli, baslangi¢ sicakligi 32 °C olan
tuzlu suda stispanse edildiginde 10 ve 30 dakika i¢in canli kalan hiicrelerin orani
sirasiyla, % 0.83 ve % 0.2 olmustur. Bagslangig sicakligi 17 °C olan tuzlu suda siispanse
edildiginde ise 10 ve 30 dakika i¢in canli kalan hiicrelerin orani sirasiyla % 37.86 ve %
8.1 olmustur. Ayni uygulama siitte yapildiginda hi¢ inaktivasyon gézlenmemistir. Siite
% 10 oraninda portakal suyu eklenerek, pH lar1 2.6 ve 5.6 ya ayarlanmis ve canli kalan
hiicrelerin orani sirastyla % 0.3 ve % 100 olmustur (Piyasana et al., 2003).

Biyofilmlerdeki E. coli’ nin inaktivasyonu i¢in ultrasound kullaniminin da gida
ve su endiistrileri i¢in yararli olabilecegi diistiniilmektedir. Johnson ve ark. (1998), 70

kHz’lik ultrasonikasyon islemi ile birlikte gentamicin sulfate kullanildiginda,



biyofilmdeki E. coli sayisinin iki saat i¢cinde % 97’ ye varan oranlarda azaldigini rapor
etmistir.

Bacillus subtilis ile yapilan inaktivasyon calismalarinda da oldukg¢a verimli
antimikrobiyal aktiviteler belirlenmistir. Sicaklik ve ultrasonikasyonun B. subtilis
sporlar1 (niger-40 ve ATCC 6051 suslari) iizerindeki inaktivasyonu {i¢ farkli ortamda
(distile su, siit ve gliserolde) test edilmistir. Termosonikasyon uygulamasi 100 °C’ de
yapildiginda, her iki susun siit ve gliseroldeki D degerlerindeki azalma; gliserolde %
63 (niger-40) ve % 74 (ATCC 6051), siitte % 79 (niger-40) ve % 40 (ATCC 6051)
olmustur. Sudaki termosonikasyon islemi sonunda sporlarin 1siya direnglerindeki
azalma 70 ve 95 °C’ lerde, % 70-% 99.9 arasinda olmustur(Garcia et al., 1989).

Sicaklik, amplitud ve basincin Yersinia enterocolitica tizerindeki etkisi Raso ve
ark. (1998) tarafindan ¢alisilmistir. Amplitiidiin 150 um * ye yiikseltilmesiyle (30 °C’
de ve 200kPa) D degerinin 4 dakikadan 0.37 dakikaya diistiigii belirlenmistir. Basincin
0’ dan 600 kPa’ a yiikseltilmesiyle (30 °C* de ve 150 um) Ddegeri 1.52° den 0.2
dakikaya diismiistiir. 58 °C’ den yiiksek sicakliklarda yapilan denemelerde ise sicaklik
ve ultrasonikasyon uygulamalart sonucunda D degerleri birbirine esit bulunmustur.

Ultrasonik uygulamalar siirekli sistemlerde, siitteki toplam bakteri inaktivasyonu
ve Triptic Soy Broth’ daki Pseudomonas fluorescens ve Streptococcus thermophilus’
un inaktivasyonuda denenmistir. Calismada gram-negatif bakterilerin (P. fluorescens)
ultrasonik iglemlere gram-pozitiflerden (S. thermophilus) daha hassas oldugu
belirlenmigtir (Villamiel and de Jong, 2000). Bu bulgu diger bir arastirma ile uyum
icindedir (Hiilsen, 1999). Sherba ve ark. (1991) ise gram negatif bakteriler ile (P.
aeruginosa ve E. coli) gram pozitifler (Listeria moocytogenes ve B. subtilis) arasinda
ultrasonik islemlere dayaniklilik agisindan higbir farkliligin olmadigini belirlemislerdir.
Oysa Gram-pozitif bakteriler, gram-negatif bakterilerden daha kalin ve daha siki bir
peptidoglikan tabakaya sahiptir. Sherba ve ark. (1991) bu morfolojik farkliligin,
ultrasonik uygulama sonucunda hiicre liimiinii belirleyen bir faktér olmayabilecegini,
ultrasonik dalgalarin hiicre i¢ membranin lipoprotein ¢ift tabakasinda harabiyet
meydana getirmis olabilecegi tezini ileri slirmiislerdir.

Lopez-Malo ve ark. (2001), termosonikasyonun Penicillium digitatum’ u etkili

bir sekilde inaktive ettigini bildirmiglerdir. Termal ve termosonikasyon islemlerini bir
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arada ve ayr ayn kullanarak inaktivasyon icin, pH, su aktivitesi (ay) ve ultrasonik
amplitudiin optimum degerlerini belirlemislerdir. Su aktivitesi degeri 0.99 oldugunda,
yiiksek ultrasonik amplitud ve diisiik pH’ da, D degerlerinin azaldigini belirlemislerdir.
pH degeri sabit tutularak yiiksek ay, degeri kullandiklarinda da D degerlerinin azaldig
gozlenmistir. Arastirmacilar, termosonikasyonla elde edilen D degerlerinin sonikasyon
yapilmadan uygulanan 1s1l islemden elde edilen degerlere gore daha diisiik oldugunu
bildirmislerdir.

Jimenez-Munguia ve ark. (2001), P. digitatum ve Aspergillus niger sporlariin
ultrasonik inaktivasyonunu test ortamina (Sabouraud Broth) kaynama tasi atarak ve
hava kabarciklar1 olusturarak bunlarin  inaktivasyona etkisini aragtirmislar.
Ultrasonikasyona maruz birakilmis (45 °C’ de) A4. niger’ den, P. digitatum’ a oranla
daha kiicilk D-degeri elde edilmistir.  Kaynama tas1 ve hava kabarciklarinin
sonikasyonun kavitasyon etkisini arttirdigini ve boylelikle D degerlerinin daha da
azaldigin1 belirtmislerdir.

Oulahal-Lagsir ve ark. (2000) ultrasoundu (40 kHz, 10 saniye), et isleme
tesislerinde kullanilan ¢elik ekipman yiizeyindeki spor olusturan bir tiir olan B.
stearothermophylus’ dan hazirlanmig biyofilmin uzaklagtirllmasindaki etkinligini
belirlemek amaciyla kullanmislardir. Biyofilm uzaklastirllmasinda kullanilan
ultrasonikasyon yoOnteminin, swab yonteminden, 4 kat daha etkili oldugunu
gozlemlemislerdir.

Guerrero ve ark. (2001), S. cerevisiae’ nin ultrasounda olan direncini (20 kHz,
dalga biiytikligi 71-110 um ) 35, 45 ve 55 °C’ de, pH’ s1 5.6 ve 3.0 olan Sabouraud
Broth’ da denemislerdir. D degerleri sicaklik yiikseldik¢e azalmis ve 0.5 ile 31 dakika
arasinda degigmistir. Ultrasonik dalga biiytlikliigi attikca S. cerevisiae’ nin direnci
azalmigtir. Dalga biyiikliginin 71.4 pm ve sicakligin 45 °C olarak kullanildig:
deneme hari¢c olmak iizere, diisik pH (3.6) mayanin direncinde bir degisiklik
yaratmamustir. D degerini diistirmede ultrasonik dalgalar 55 °C” de onemli bir avantaj
saglamazken, denenen diger sicakliklarda D degerlerini 6nemli 6l¢iide azaltmistir.

Burada degerlendirilen caligmalar gostermektedir ki, ultrasound besinlerin
korunmasi ve giivenligi ag¢isindan mikroorganizmalarin inaktive edilmesi i¢in yeterli ve

giiclii bir metotdur, bununla beraber besinlerde mikrobiyal inaktivasyon amaciyla
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ultrasound diger koruma teknikleri ile kombinasyon halinde kullanildigr zaman degeri
ve gilicii daha da artmaktadir. Boyle beklentiler bir gida koruma yontemi olarak
endiistriyel ¢apta kullanimi i¢in daha ileri diizeyde arastirmalar gerektirmektedir. Sonug
olarak ultrasound teknolojisi gidalarin korunmasi agisindan gelecek icin bir potansiyel
olusturmaktadir.  Giiniimiizde ve biiylik ihtimalle Oniimiizdeki birka¢ yil icinde
ultrasoundun bu alanda kullanimi ticari olarak miimkiin olmayacaktir.  Yinede
caligmalarin 6nemli bir yam besinlerin kalitesinin belirlenmesi iizerine ultrasoundun
kullanilma ihtimalinin oldugunun gostermesidir.

Gida enddistrisinin geleceginde ultrasonik teknolojinin dnemli bir yer alacagi
kuvvetle muhtemeldir. Ultrasoundun bakteriyal inaktivasyon amaciyla gida
endiistrisinde tek basina kullanimi ise halihazirda uygulanabilir goriinmemektedir. Gida
endiistrisinde bakteriyal inaktivasyon amaciyla ultrasoundun gelecegi termosonikasyon,
manosonikasyon ve manotermosonikasyonla miimkiin olacak gibi gériinmektedir. Bu
yontemler klasik 1s1l islem siiregleri ile birlikte kullanildiginda mikroorganizmalarin D
degerleri daha az enerji harcanarak diistiriilebilecektir.

Ultrasound gida endiistrisinde gidalarin bazi fiziksel analizleri i¢in basarili bir
sekilde kullanilmaktadir (gida bilesiminin, partikiil biiyiikliigiiniin, metal ve cam gibi
kontaminantlarin, belirlenmesi vb.). Ancak ultrasoundun bir gida muhafaza yontemi
olarak kullanilabilirliginin ~ belirlenmesi icin daha fazla c¢alisma yapilmasi
gerekmektedir. Yukarida verilen ve konuyla ilgili yapilan ¢aligmalardan da anlasildigi
gibi, ultrasonikasyonla mikroorganizma inaktivasyonu iizerine etkili olan bir ¢ok faktor
bulunmaktadir. Gelecekte yapilacak arastirmalarda, ultrasoundun diger gida muhafaza
yontemleriyle birlikte kullanilabilirligi ve pratikte uygulanabilirligi {izerine olmasina
gereksinim duyulmaktadir. Hoover (2000) bu teknolojinin gelistirilmesi icin asagida

belirtilen tiirde arastirmalarin yapilmasina gereksinim oldugunu bildirmistir:

1- Ultrasound, yiiksek basing ve sicaklik gibi yontemlerle birlikte kullanildiginda

mikrobiyal inaktivasyon verimliligi lizerindeki etkisinin belirlenmesi,

2- Ultrasonikasyon diger koruma teknolojileri birlikte kullanildiginda, mikrobiyal

inaktivasyon mekanizmalarinin belirlenmesi,
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3- Ultrasound, Hurdle Teknolojisinde kullanildiginda prosesi etkileyen 6nemli
faktorlerinin belirlenmesi,

4- Viskozite, partikiil bliylikligt gibi gidaya ait 6zelliklerin mikrobiyal inaktivasyon

uizerine etkisi,

5- Antibakteriyal ajanlarin, (dogal ve sentetik), hava kabarcigi olusturan ajanlarin ve

aktive edilmis adsorbsiyon ylizeylerinin ultrasonikasyon islemi {izerine etkisi,

arastirilmasi gereken konulardir. Bununla birlikte, endiistriyel ¢apta proses gelistirmeye
gecilmeden  Once,  ultrasound  kullanimiyla  gidalardaki ~ mikroorganizma

inaktivasyonunun kosullarini belirleyecek ¢aligmalara da gereksinim vardir.

Bu nedenle, yapilacak arastirmada, ultrasonik dalgalar, yiiksek basing ve yliksek
sicaklik kombinasyonlarinin, gidalar ve insan sagligi icin oOnemli olan belli
mikroorganizmalara etkilerinin, gidalarda rastlanan sicaklik, pH ve diger bilesim
Ozellikleri araliginda nasil degistiginin incelenmesine calisilacaktir. Elde edilen bu
temel verilerin gida giivenligi, betimleyici mikrobiyoloji, lirlin gelistirme gibi alanlarda

cok yararl olacag diisliniilmektedir.
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1.3. Betimleyici Mikrobiyoloji Ve Onemi

Gidalarin kalitesi ve raf omiirleri gogunlukla mikroorganizmalarin geligimleriyle
belirlenir. Mikrobiyal gelisme, su aktivitesi ve asitlik gibi i¢sel faktorlere, sicaklik ve
ortamda bulunan oksijen gibi dis faktorlere baglidir. Son yillarda kontrol faktorlerinin
fonksiyonu gibi mikroorganizmalarin gelisimini anlatan matematiksel modellerin
olusumuna olan ilgi de artmistir. Gidalarda mikroorganizmalarin gelisimini tahmin
etmeye dayali matematiksel modellerin gelisimi ve uygulanmasi icin teknikteki
ilerlemeler, betimleyici mikrobiyoloji olarak adlandirilan yeni bir disiplinin ortaya
cikmasina neden olmustur (Wijtzes et al., 1995; Bellara et al., 2000)

Betimleyici mikrobiyoloji, mikroorganizmalarin gida igerisindeki ¢evresel
kosullara gostermis olduklari tepkileri tanimlayan ve 6zetleyen sistematik matematiksel
modellerin gelisimi ile ilgilidir (Presser et al., 1998).

Bakteriyel gelisim iizerine bir¢ok kontrol edici faktoriin birlikte etkisiyle ilgili
pek cok caligma yaymlanmigtir. Matematiksel modeller ¢ogu zaman, bir gidanin
kalitesindeki degisikliklerin tahmininde ve dolayisiyla gidalarin raf omiirlerini tahmin
etmede kullanilabilmektedir (Wijtzes et al., 1995).

Betimleyici modelleme, gida mikrobiyolojisinin timit veren bir alanidir. Son
yillarda 6zellikle gida bilimi ve tip alaninda, mikroorganizmalarin su aktivitesi (ay ) ,
pH, sicaklik, oksijen miktar1 gibi, farkli fiziksel ve kimyasal kosullardaki davraniglarini
aciklamak icin gelistirilen matematiksel modeller kullanilmaktadir. Bu modeller, farkli
cevre kosullarinin biiylime kinetikleri {izerindeki etkilerini incelemek, (iirtinlerin
mikrobiyolojik giivenilirligini veya raf Omdiirlerini tahmin etmek, stiregteki kritik
noktalart belirlemek, iiretim ve dagitim zincirlerini optimize etmek gibi amaglarla
kullanilir.  Betimleyici biiyiime modelleri Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum ve E. coli O157:H7 gibi patojenler igin,
ornek ortamlarda gelistirilmistir(Zwietering et al., 1990; Giffel and Zwietering, 1999;
Rosso et al., 1995; Zwietering et al., 1991).

Ertugrul ve ark.’nin (2003) yaptig1 calismada, Nutrient Broth’ da E. coli’
sayisinin degisimi 15-60 °C arasinda degisen sicakliklarda modifiye Gompertz Modeli
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ile izlenmistir. Inaktivasyonun gozlendigi 55 °C ve 60 °C’ de ise farkli modeller
kullanilarak spesifik inaktivasyon hizi (i) katsayilar1 hesaplanmistir.

Patojen mikroorganizmalar tarafindan gidalarin mikrobiyal bozulmasi ve
bulagsmasi1 tiiketiciler, saticilar ve {reticileri biiylik oranda ilgilendirir. Patojenik
ve/veya c¢iiriik¢lil mikroorganizmalarin inaktivasyonu, giivenli ve sakin bir yasam i¢in,
yiiksek nitelikli besin tiretmek i¢in 6nemlidir. Gida maddesinin tiretimi, taginmasi ve
depolanmasi sirasinda, mikrobiyal bulasma ve gelisim i¢in ¢ok sayida olanak saglanir.
Geleneksel olarak, besin mikrobiyal stabilitesi uygulanan testler ile veya depolama
takipleri kullanilarak belirlenir. Bu metotlar pahalidir ve zaman harcanmasina yol acar.
Betimleyici mikrobiyoloji, iiretim ve depolama sirasinda gidalarda bulunabilecek
spesifik mikroorganizmalarin  gelisimi veya inaktivasyonunu belirlemek igin,
matematiksel denklemler kullanir (Bozkurt ve Erkmen, 2001).

Betimleyici modeller sicaklik, pH, su aktivitesi, oksidasyon-rediiksiyon
potansiyeli ve ortama ¢esitli konsantrasyonlarda ilave edilen NaCl, astik asit, laktik asit,
HCI, sodyum laktat vb.’nin farkli kosullar altinda mikroorganizmalarin davranisini
tanimlamak i¢in kullanilir. Bu modeller kullanilarak, 6zellikle optimum depolama
sartlar1 ile mikrobiyal giivenlik ve nitelik saglamak i¢in ¢esitli yollar gelistirilir (Bozkurt
ve Erkmen, 2001).

Ozhan ve Coksdyler’in (2005), 4 farkli pH (3.0, 3.5, 4.0 ve 4.5) ve 5, 20, 30 ve
35 °C olmak iizere farkli sicakliklarda depolanan salgam suyunda, E. coli
inaktivasyonunda, birinci dereceden reaksiyon kinetigi kullanilmistir. Bu ¢alismada 5
°C de pH 4.5 ve 3.5° da, 20 °C de pH 3.54’ de E. coli sayisinda istatistiksel olarak
onemli bir azalma gozlemediklerini bildirmiglerdir. Denedikleri diger pH ve sicaklik
kombinasyonlarinda D degerleri 11.98- 225.23 dak. olarak belirlemis ve bu degerlerin
sicaklikla birlikte arttigini, pH la birlikte yiikseldigini gézlemlemislerdir. Sonug¢ olarak
E. coli’ nin, oda sicakliginda saklanan ve pH’ 1 <4 olan salgam suyunda risk
olusturmayacagin bildirmislerdir.

Betimleyici mikrobiyolojinin gida endiistrisine potansiyel faydalarina ¢esitli
ornekler verilebilir. Ornegin, bakterilerin gelisimini matematiksel olarak modelleyerek
balik {irtinlerinin, siit {irlinlerinin raf dmriiniin makul derecede iyi bir tahminini elde
etmenin miimkiin oldugu gosterilmektedir. Farkli c¢evresel kosullar ve farkli gida

ozelliklerine sahip olmalar1 nedeniyle, ¢esitli gida maddelerinde mikroorganizmanin
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gelisimi ve varligini tahmin edebilmek oldukc¢a 6nemlidir (Chorin et al., 1997; Bellara
et al., 2000).

Betimleyici mikrobiyoloji, matematiksel modelleri kullanarak besinlerdeki
mikrobiyal gelisimin kantitatif olarak hesaplanmasini saglar. Uriiniin olusum noktas1 ve
irtiniin  tiiketim noktas1 arasinda, gidalarin  mikrobiyal populasyonlarindaki
degisiklikleri betimleyici model degiskenleri kullanilarak (sicaklik, tuz, su aktivitesi, pH
vb.) hesaplamak miimkiindiir. Yapilan tahminlerin, gida maddelerindeki mikrobiyal
gelisimi 1yi bir sekilde tanimlayip tanimlamadigmi belirlemek icin bu bilgileri
degerlendirmek gerekmektedir. Modellerin dogrulugu, bir modelin tahminleri ile ilgili
olarak gozlenen degerler karsisinda fikir yliriiterek grafikte gostermekle miimkiin
olabilir (Giffel and Zwietering, 1999; Rosso et al., 2000).

Tipik olarak betimleyici modellemede iki adimli bir yaklasim kullanilmaktadir.
Birincisinde, egriler deneysel olarak tiiretilmis verilere uygulanmaktadir. Oysa
ikincisinde, egri uyarlama siirecinden tiiretilen kinetik parametreler test edilen farkli
cevresel degiskenlere gore (pH, a,, sicaklik gibi) modellenmektedir. Deneysel verilerin
modelleme ile uyusmadig1 anlar, bakterilerin fizyolojik olarak adapte olabilmeleri i¢in
sicaklik degisikliklerinin ¢ok hizli veya biiylikliik olarak ¢ok fazla oldugu zamanlardir
(Bellara et al., 2000).

Gegmis birkag¢ yil igerisinde, betimleyici gida mikrobiyolojisindeki arastirmalar
gidada gelisen patojenik bakterilerin gelisimi iizerine c¢esitli i¢sel ve digsal
parametrelerin sahip oldugu etki {izerinde zengin bir nicel veri saglamistir. Su aktivitesi
(aw), sicaklik ve pH, pek cok gidada mikrobiyal gelisimi kontrol eden ii¢ temel faktor
olarak tanimlanmaktadir (Buchanan et al., 1997).

Sicaklik ve pH, pratikte uygulanabilirlikleri ve temel arastirmalardaki
onemlerinden dolayi, yapilan pek cok calismada gelisimi etkileyen en dnemli ¢evresel
faktor olarak belirlenmislerdir. Modeller de, mikroorganizmalarin sicaklik, pH ve su
aktivitesi gibi farkli fiziksel ve kimyasal sartlar altindaki davranislarini anlatmak i¢in
kullanilmaktadir. Genellikle mikrobiyal gelisim modelleri, metabolik bir gosterge olan
maksimum spesifik gelisim oranindaki (pmax) degisimi tanimlamaktadir. Pek cok
arastirmact Uy, Uzerine sicaklik ve pH’nin kombine etkilerini tanimlamak igin

modeller 6nermislerdir (Rosso et al., 1995; Zwietering et al., 1990).
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Betimleyici mikrobiyoloji, gidada bozulmaya neden olan bakterilerin ve
patojenlerin miktarinin populasyon dinamikleri modelini kullanmaktadir. Bu durum
cevresel faktorlere cevap veren mikroorganizmalarin lireyebilen dogasindan dolayi
miimkiindiir.  Dolayisiyla sicaklik, pH ve su aktivitesi gibi dominant ¢evresel
parametrelere cevap veren gelisim oraninin detayli bilgisiyle mikrobiyal ¢ogalmanin
gelismesini tahmin etmek miimkiinlir. Sonuglar, gidanin raf dmriiniin belirlenmesinde
ve gida giivenliginin  degerlendirilmesinde bir matematiksel model ile birlestirilir
(Miles et al., 1997).

Betimleyici mikrobiyal modellerin olusumunun sinir1 tartismalidir. Bu siirlar
ve onlarin sonuclart tanimlanmali, belirgin yontemlerle ortaya cikarilmalidir. Ayrica
karakterlerin birlestirilmesine ihtiya¢ vardir. Mikrobiyal gelisim i¢in modellerin
diizenlenmesiyle iirtinlerdeki mikroorganizmalarin canlilig1 ve inaktivasyonu dnceden
belirlenebilir (Ross et al., 2000).

Betimleyici mikrobiyoloji, gida kaynakli bakterilerin gelisimi, canlilifi ve
inaktivasyonu iizerine interaktif etkilesimlerin ve g¢evresel faktorlerin etkisini
tanimlamada kullanilir. Bu gibi durumlarda gozlenen verilerden sapmanin baslica

nedenleri;

1) Pek cok bakteriyel inaktivasyon egrilerinin lineer olmadiginin belirlenmesi,
2) Olusturulan modellerin gida maddelerinden degil sadece s1vi besiyerlerinden
elde edilen sonuglar olmast,

3) Onaylamalarin sadece literatiir verilerine,

dayanmasidir. Gergekte bir mikroorganizma i¢in laboratuvar ortamlarinda olusturulan
gelisme modelleri aynt mikroorganizma i¢in bir gida maddesinden alinan sonuglarla
farklilik gdsterebilir. Bunun nedeni gida maddesinin yapisinda bulunabilecek esansiyel
yaglar, baz1 dogal antimikrobiyaller vb. nin inhibitor etkisidir (Skandamis and Nychas,
2000).

Betimleyici mikrobiyoloji, gelisimi dnceden tahmin edebilmek icin farkli sartlar
altinda Dbakteriyel gelisme tepkilerinin bilgisini matematiksel modellemeyle

birlestirmektedir. Bu teknigin kullanimiyla mikrobiyal gida bozulmasi ve gida
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giivenligi hakkindaki sorular bilimsel bilgiye dayanan objektif analizle cevaplanabilir

(Presser et al., 1997).

1.4. Listeria monocytogenes

Listeria tirlerinin dahil edildigi familyalar yillar ilerledikge degisiklik
gostermektedir. 1957 yilinda Erysipelotrix cinsi ile birlikte Corynebacteriaceae
familyasinda kabul edilen Listeria’nin, korinebakterlerden daha fazla Lactobacillus,
Streptococcus ve Bacillus cinslerine 6zellikle de Brochotrix cinsine yakin oldugu
belirlenmistir. 1974’ de yayimlanan Bergey’ s Manual of Determinative Bacteriology’
de “yakinlik iliskileri kesin olmayan bakteri cinsler” baslig1 altinda yer alan Listeria
birgok biyokimyasal test yaninda peptidoglukan yapilarinin ve G+C oranlarinin
belirlenmesinden sonra, yukarida belirtilen ayni kitabin 1986 yilindaki baskisinda,
kendisine yakin cinsler olan Gram pozitif 6zellikteki Brochotrix, Erysipelotrix ve

Kurthia cinsleriyle kiyaslanmigtir.

G+C oranina gore; % 55’ in altindaki G+C oramiyla Clostridium, Lactobacillus
ve Bacillus cinslerine yakin bulunurken, 16 S rRNA analizlerine gore Brochotrix
cinsine yakin bulunmustur. Bu cinsin taksonomideki yerini hala kesin olarak sdylemek

olanakl1 degildir.

Listeria cinsi iginde bulunan tiirler bugiin artik kesinlik kazanmistir. Bu tiirler; L.
grayi, L. innocua, L. ivanovii, L. monocytogenes, L. seeligeri ve L. welshimeri’dir. L.
murrayi ve L. denitrificans cinsin disina ¢ikarilmistir. Insanlar icin dominant patojen
sus, L. monocytogenes’ dir ve insanlarda goriilen listerioz olarak adlandirilan enfeksiy6z
hastaligin etmenidir. Ayrica hayvan listeriozlarina da neden olmaktadir. Listeria tiirleri
icerisinde yalnizca L. monocytogenes ve L. seeligeri ve L. ivanovii kirmizi kan
hiicrelerini (eritrositleri) parcalayan bir hemolisin iiretirler. B-hemolitik olan bu tiirlerin
CAMP testinde verdikleri pozitif ve negatif sonug¢ ile tanilanmalart mimkiindiir.
Insanlar igin patojen olan tiir L. monocytogenes olmakla birlikte, Listeria’ larin neden
olduklar1 hastaliklarda seyrek de olsa L. ivanovii, L. seeligeri ve L. welshimeri' nin

varlig1 saptanmistir. Bununla birlikte dominant patojen susun L. monocytogenes oldugu
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kabul edilir. L. monocytogenes’ in biitiin suslart patojen degildir. Ancak patojen
olanlar hemolisin {iretilirler. L. ivanovii’ nin hayvan listeriozlarinin etmeni oldugu

yiizyilin baglarindan beri bilinmektedir.

Listeria ile ¢alismast zor ve tehlikelidir. Laboratuvarda L. monocytogenes ve L.
innocua sahit olarak denemelerde kullanilmalidir. En azindan bu kullanim dahi
laboratuvarda ¢ok fazla sayilarda L. monocytogenes bulunmasina neden olur. Cocuk
diistirmeye yol agabilmesi nedeni ile gebelerin ve gebelik siiphesi olanlarin Listeria
analizlerine katilmamasi c¢esitli kaynaklarda uyarilmigtir. Ayni kaynaklar ancak

deneyimli bakteriyologlarin ve laboratuvarlarin Listeria ile caligmasini dnermektedir.
1.4.1 Morfolojik, Kiiltiirel Ozellikleri ve Dogal Olarak Bulundugu Yerler

Listeria’lar Gram pozitif, kokobasil olarak tanimlanan kisa cubuk bakterilerdir.
Sporsuz ve kapsiilsiiz, fakiiltatif anaerobturlar. Yash kiiltiirlerde hiicreler ardi ardina
dizilerek uzun iplikler olustururlar. Hiicreler 25 °C’ de hareketli olmalarina karsin 37
°C’ de hareketsizdirler. Katalaz pozitif olan Listeria’ larda oksidaz negatiftir. 10-25
°C’ de gelisen bakterilerin flagella sayisi fazla ve peritrik formludur. 37 °C’ de
gelisenlerde flagella birkag adetle sinirli olup polar pozisyondadir. Buna baglh olarak
cok yavas hareket ederler veya flagellasiz olanlarina da rastlanmaktadir. Optimum
gelisme sicakliklar1 30-37 °C’ dir. Minimum 1-3 °C’ lerde (siit iginde 0.1-0.4 °C’
lerde), maksimum 45 °C’ de gelisebilirler. Bakteri psikrotrof karakterli oldugundan,
yaklasik 50 yil once Gray, Listeria’ larin bu 6zelliginden faydalanarak bu bakteriyi
sogukta zenginlestirmeyi basarmis ve izole edebilmistir. L. monocytogenes’ in vakum
altinda ve modifiye atmosferdeki gelisimi incelenmis; vakumlu ortamin ve modifiye
atmosferdeki % 40 oraninda bulunan CO;’ in gelismeyi etkilemedigi, hatta % 70
oranindaki CO,’ in de, ortamda % 5 oksijen bulunmasi halinde, gelismeyi inhibe
etmedigi gosterilmistir. Siit icerisinde +4 °C’ de gelisen bakterinin generasyon siiresi
1.2-1.7 giin olarak belirlenmistir. 8 °C’ de generasyon siiresi kisalarak 8.7-14.6 saate
diismiistiir. Optimum olarak pH 7.0-7.3” de gelisen L. monocytogenes’ in minimum pH
istegi 4.4-4.6’ dir. Minimum a,, degeri de 0.92 (mutfak tuzunda) olarak belirlenmistir.
Organik asitlerde 1 saatte saptanan D degerleri farkli bilesiklerde farkli sekillerde
gerceklesmistir. Bu degerler ise Asetik asit; % 0.3* de D= 132, % 0.5’ de D= 104,
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Laktik asit; % 0.3 de D= 187, % 0.5’ de D= 129, Sitrik asit; % 0.3’ de D=
206, % 0.5’ de D= 142 seklinde gergeklesmistir.

Ayrica Potasyum sorbat (%0.2) ve sodyum benzoat (% 0.1), 13 °C de ve pH

5.0’de bakterinin gelisimini inhibe etmektedir.
1.4.2 Neden Oldugu Hastaliklar ve Enfeksiyon Dozu

Hastalik ¢ok cesitli sekillerde ortaya ¢ikmaktadir. L. monocytogenes insanlarda
endokarditis, meningoensafalitis, menengitis, septisemi, mukozada lezyonlar,
konjunktivit, cilt rahatsizliklari, lenf diigiimlerinde sisme gibi ciddi hastaliklara neden
olmaktadir. Listerioz Ozellikle hamile bayanlarda, anne karnindaki ve yeni dogmus
bebeklerde ve de bagisiklik sistemi zayif olan insanlarda daha fazla ortaya ¢ikmaktadir.
Hamile bayanlarda diisiik yapma ve 6lii bebek dogumlari goriilmektedir. Inkiibasyon
siiresi 2 giin ile 6 hafta arasindadir. Listeria’ nmin minimal enfeksiyon dozu
bilinmemektedir. Ancak epidemiye neden olan peynirde Listeria’ mn 10°-10%g

diizeyinde bulunmasi bir fikir vermektedir.
1.4.3. Epidemiler ve Araci Gidalar

Listerioza neden olan septik vakalar her zaman goriilmekle birlikte, 1980
yillarindan baglayarak o6zellikle Kuzey Amerika ve Avrupa iilkelerinde L.
monocytogenes ile kontamine olmus siit, yuamusak peynir (Meksika tipi), lahana salatasi,
az pismis tavuk, sosis, ¢ig et {rilinleri, balik ve kabuklu deniz iiriinleri gibi gidalarin
toplu tiiketimleri sonucu biiylik epidemiler ortaya ¢ikmis ve % 30’ lara varan dliimler
gorilmistiir. Hastaliga neden olan gidalar arasinda; lahana salatasi, startersiz iiretilen
taze peynirler, yumusak peynirler, kanatl etleri, hindi etleri, tilketime hazir yiyecekler,

151l islem gormiis jambon, ¢esitli sosis ve salamlar sayilabilir.

Tirkiye’ de epidemiler seklinde insan listeriozlar1 goériilmemistir. Buna karsilik
yapilan aragtirmalar ¢ig siit ve tiikketime hazir gidalarda L. monocytogenes’ in
bulundugunu ortaya ¢ikarmistir. Anadolu’ nun degisik yorelerindeki ¢ig siitlerin % 18.2
’inde L. monocytogenes varligi belirlenmistir.  Tiiketime hazir gidalar arasinda;

ozellikle 1zgara tavuk, kokoreg, 1zgara balik, midye tava, donmus ¢ig Inegol kofte L.
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monocytogenes, L. innocua ve L. welshimeri igermeleri nedeniyle riskli gidalar arasinda

bulunmustur.
1.5. Beklenen Yararlar / Uygulamaya Aktarma / Ekonomiye Katki

Bu ¢aligma ultrasonikasyon ile diger metotlar birlikte kullanildig1 zaman besin
sistemlerindeki mikrobiyal inaktivasyonun iizerine daha fazla arasgtirma yapilmasina
duyulan ihtiyaca yonelik veriler olusturmak {izere planlanmistir. Bu amagla, ultrasonik
dalgalarin L. monocytogenes inaktivasyon kinetigi tizerine 1s1l islem ve pH nin etkisi
incelenecektir. Ayrica bu ortam kosullarinda, ultrasonik dalgalarin siddeti (amplitiid,
W/ecm?) ve sonikasyona maruz kalacak sivi hacminin, bakteri inaktivasyonuna etkisi
yine birer ortam faktorii olarak degerlendirilecektir.

Yeni gida iriinleri dizayninda, gida giivenligi de artik hesaplanabilen Ogeler
icine girmektedir. Bu calisma ile elde edilecek bulgular ve katsayilar kullanilarak
sonikasyonun kullanildig: iiretim dizaynlarinda bu islemlerin diizeyleri, bu c¢alismada

elde edilen bulgulara gore belirlenebilecektir
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2. MATERYAL ve METODLAR

2.1. MATERYAL

2.1.1. Besiyerleri

Besiyeri 1: Palcam Agar(Merck)

500 ml distile su iginde 35,9 g hazir besiyeri ¢dziiniinceye kadar kaynatilmistir.
121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Otoklav ¢ikis1 50 °C' ye sogutulup
tizerine 1 ml steril distile su i¢inde ¢oziilmiis 1 sise selektif katki palcam Listeria
selective supplement ilave edilmistir. Son olarak 90 mm ¢apindaki steril petri kaplarina

15’er ml dokiilmiistiir.

Besiyeri 2: Triptic Soy Broth(Merck)

Casein peptone 17 ¢
Soya peptone 3 g
Sodium chloride 5 g
Dipotassium hydrogen phospate 25 g
Glucose 25 g
Distile su 1000 ml

Besiyeri 3: Triptone Soya Broth Yeast Extract(Merck)

Triptic Soy Broth 30 g
Yeast Extract 6 g
Distile su 1000 ml
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Besiyeri 4: TSYEA (Tryptone Soya Yeast Extract Agar)

Triptic Soy Broth 30 g

Yeast Extract 6 ¢

Agar 15 ¢

Distile su 1000 ml
2.1.2. Cozeltiler

Citrate tamponunun hazirlanmasi:

Cozelti 1: 0,1 M Citric Acid

C¢Hs07.H,0O 2l1g
Distile su 1000 ml

21 g C¢HgO7.H,O0 tartilarak bir litre distile suya ilave edilmis ve 121°C* de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Cozelti 2: 0,2 M Disodium Hydrogen Phosphate

NazHPO4.2H20 35.6 g
Distile su 1000 ml

35.6 g Na,HPO4.2H,O tartilarak bir litre distile suya ilave edilmis ve 121°C* de
15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Istenen pH degerlerini elde etmek icin ¢dzelti 1 ve 2 den gerekli miktarlarda
alimip karistirllmistir. Calismada kullanilan pH lar1 olusturmak igin asagida verilen

miktarlar kullanilmistir.

23



0,1 M Citric Acid 0,2 M Disodium Hydrogen Phosphate

pH=2.2 98 ml 2 ml

pH=3.0 79.45 20.55
pH=4.0 61.45 38.55
pH=5.0 48.50 51.50
pH="7.0 18.15 81.85

Cozelti 3: Fizyolojik Tuzlu Su(FTS)

NacCl 85¢g
Distile su 1000 ml

8.5 g NaCl 1 litre suda ¢6ziinmiis ve otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.

2.1.3. Mc Farland No: 0.5 Bulamiklik Standardx

BaCly(%1.175) 0.5 ml
H,S04(0.36N) 99.5 ml

BaCl, ve H,SO4 kanistirilarak 10 ml’lik kapakl tiipe doldurulmus ve kapagi

parafilm ile sikica kapatilan tiip, karanlikta oda sicakliginda saklanmigtir.
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2.2. METODLAR

2.2.1. Test Organizmasi

Bu c¢alismada test mikroorganizmasi olarak Listeria monocytogenes kiltiirii
kullanilmistir. Bu calismada kullanilan L. monocytogenes, LMG 13305 Serovar 46’
dir. Peynirden izole edilmis kontrol ve bioassay straini olup Belgian Co- ordinated

Collections of Micro-organisms(BCMM)’ den elde edilmistir.

2.2.2. Listeria monocytogenes Stok Kiiltiiriiniin hazirlanmasi

L. monocytogenes, LMG 13305 Serovar 46 numaral1 kiiltiirden aseptik sartlar
altinda yatik TSYEA(tryptone soya yeast extract agar) besiyerlerine aktarilmis ve 37
°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun sonucunda bu kiiltiirden bir 6ze
dolusu almarak i¢inde 5 ml TSBYE (triptone soya broth yeast extract) bulunan tiiplere
ekilmis ve 37 °C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra bu kiiltiirden, i¢inde
50” ser ml’ lik steril TSBYE bulunan 250 ml’ lik erlenlere inokiile edilmistir. 37 °C” de
18 saat galkalamali etiivde inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen kiiltiirler 50 ml” lik
santrifiij tiiplerine doldurularak 4900 rpm’ de 6 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasi kiltiir steril fizyolojik tuzlu su ile yikanmis ve ayni islem tekrar edilmistir. Bu
islem kiiltiir berrak bir hal alincaya kadar devam ettirilmistir. Bu sekilde hazirlanmis

olan stok kiiltiir + 4 °C” de muhafaza edilmistir (Eaton, et al., 1995; Pagan et al., 1998).

2.2.3. Sonikasyon Denemeleri Icin Listeria monocytogenes Kiiltiirii Hazirhg

Caligmalarda kullanilacak baglangi¢ hiicre yogunlugunun olabildigince esit
tutulmas1 amaciyla, baslangi¢ kiiltiir yogunlugunu ayarlamada Mc Farland yontemi
kullanilmistir (Glirglin ve Halkman, 1990). Bunun i¢in stok kiiltiirden belirli miktarda
alarak FTS i¢ine konmus ve bulanikligi McFarland No: 0.5 tiipii ile karsilagtirilmis

gerektiginde yine FTS ile seyreltilmistir. Yapilan sayimlar ve tekrarlanan denemelerin
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sonucunda stok kiiltiirden alinan 0.05 ml L. monocytogenes kiiltliriiniin 6 ml fizyolojik
tuzlu su ile seyreltilmesinin Mc Farland No: 0.5 Bulaniklik Standardi’ni verdigi

gbzlenmistir.

2.2.4. Calismada Kullanilan Sayim Yo6ntemi

Calismada yapilan tiim sayimlarda damlatma yontemi kullanilmistir. Herbir
calisma i¢in baglangic anindan itibaren belirlenen araliklarda ornekler alinmis ve
bunlarin FTS i¢inde desimal(1/10) diliisyonlar1 hazirlanmistir. Bu diliisyonlardan iki
paralel halinde Palcam Agar yiizeylerine 0.02° ser ml ekilmistir. Palcam Agar
plaklarinda L. monocytogenes sayimi 37 °C’ de 24 saat inkiibe edildikten sonra

yapilmustir.

2.2.5. Inaktivasyon denemelerinde Kullanilan Ultrasonic Processor’ iin Ozellikleri

Deneylerde sonikasyon uygulamada, 750 Watt’ lik Ultrasonic Processor (Sonics
and Materials Inc. Vibra Cell VCX 750, U.S.A) kullanilmistir.  Sicaklik &lgen
paslanmaz celik probu bulunmaktadir. Ultrasonic Processor’ iin converter’ in (CV 33,
piezoelectric lead zirconate titanate crystals-PZT) cap1 21/2” (65.5 mm), uzunlugu 71/4”
tir (183 mm).

Titanyum alagimindan yapilmis (TI-6AL-4V), 13 mm ve 3 mm ¢apa sahip
otoklavlanabilir iki tip prob kullanilmistir ve bunlar sirasiyla solid prob ve stepped

microtiplerdir. Problara ait detaylar ¢izelge 1’ de verilmistir.

Cizelge 1: Kullanilan problarin 6zellikleri.

solid prob stepped mikrotip

Order no: 630-0219 630-0422
Prob capi: 13 mm(1/2”) 3 mm (1/8)
prob uzunlugu: 136 mm 136 mm
Intensity: yiiksek cok yiiksek
Amplitiid:  (mp) 124 211

(inches) .0049 .0083
Hacim: 10-250 ml 250 pl-10 ml
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Uretici firmanim katolog bilgilerine gore stepped microtip, maksimum % 40

amplitiidde kullanilabilmektedir.

2.2.6. Farkhh Sonikasyon ve Sicakhik Derecelerinde Listeria monocytogenes’ in

Inaktivasyonu:

Bu calismada, farkli sonikasyon diizeylerinde farkli sicakliklarin kullanimiyla,
iki etkenin birlikte etkisi incelenmeye ¢alisilmistir. Sonikayonlarda 13 mm’ lik solid
prob ve stepped microtip kullanilmis, ultrasound cihazinin 100 ml’ lik haznesi ile
calisilmigtir.

Ultrasound ve  farkli  sicaklik  derecelerinin L.  monocytogenes
inaktivasyonundaki etkisini belirlemede % 40 amplitiit ve 4, 20, 30, 40, 45, 50 °C olmak
tizere 6 farkli sicaklik derecesi kullanilmustir.

Bunun i¢in ultrasound cihazinin 100 ml’lik su ceketli sonikasyon haznesi
kullanilmistir. Bu sekilde sonikasyon haznesinin sicakligi istenen sicaklik degerinde
sabit tutulabilmistir. Sonikasyon haznesinin, sonikasyon oOncesi ve sonrasi sicakligi
Olciilmiistiir.

Sonikasyon haznesine uygun yogunlukta (boliim 2.2.3, yaklasik 10° kob/ml) L.
monocytogenes Kiiltiiri konulmus ve ortaminin sicakligi istenen degere ulastifinda
sonikasyon islemine baglanmistir. Her sicaklik ve amplitiit ikili kombinasyonlar halinde
ayr1 ayrt denenmistir. Tim sicakliklar ve amplitiitler i¢in O anlar1 dahil olmak {izere
belirlenen zaman araliklarinda 0.5 er ml 6rnekler alinmistir. Alinan 6rnekler FTS
iceren diliisyon tiiplerine 1:9 orami saglayacak hacimde inokiile edilmistir. Uygun
diliisyonlardan Palcam Agar kat1 besiyerine damlatma yontemiyle ekim yapilmistir. 37
°C’de 24 saat inkiibasyon sonrasi olusan koloniler sayilmustir.

Asagida sekil 1, 2, 3 ve 4’ de sonikasyon igleminin gerceklestirildigi diizenek ve

kullanilan problarin dis goriiniisleri verilmistir.
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Sekil 1. Sonikasyon isleminin ger¢eklestirilmis oldugu diizenek

Sekil 2. Sonikasyon isleminde kullanilan 13 mm’lik solid pob

28



Sekil 3. Sonikasyon isleminde kullanilan 13 mm’lik solid pob’un u¢ kisminin yakindan

gorunusi

Sekil 4. Sonikasyon isleminde kullanilan stepped microtip

2.2.7. Farkh Sicaklik Derecelerinde ve Farklh pH’ larda Listeria monocytogenes’ in

Inaktivasyonu ve var/yok testi

Bu amagla 20, 30, 40, 50 °C olmak iizere 4 farkli sicaklik derecesi ve pH=2.2,
pH=3, pH=4, pH=5, pH=7 olmak iizere 5 farkli pH kullanilmistir. Oncelikle var/yok
testi ile bir 6n calisma yapilmistir. Bu 6n ¢alismanin yapilmas: ile gbze carpan bir
inaktivasyon elde etmek icin gereken siireler belirlenebilmistir. Calismada ultrasound
cihazinin 10 ml’lik haznesi kullanilmistir. Sonikasyonlarda 13 mm’ lik solid prob
kullanilmastir.

Var/yok testleri icin Oncelikle istenen pH’ larda sonikasyon ortamlari
hazirlanmis, L. monocytogenes kiiltlirii bu ortama ilave edilmis ve homojen bir karisim
haline gelmesi saglanmistir. Bu ortamlar (istenen pH’ da ve L. monocytogenes kiiltiirii
iceren) yukarida verilen sicaklik derecelerine getirildikten sonra ilk 6rnekleme yapilmis
(0.02 ml, damla yontemi ile ekim) ve bu 0 ani olarak kayit edilmis, daha sonra belirli
araliklarda Ornekler alinmigtir.  Alman bu Orneklerden direkt ekim yapilarak
inaktivasyonun hangi zaman araliklarinda gerceklestigi gozlenmis, bu veriler asil

caligmanin siirelerini ve 6rnek alma periyotlarini belirlemede kaynak olusturmustur.
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Yukarida anlatilan 6n ¢alisma sonrasinda, farkli sicaklik ve pH degerlerinde L.
monocytogenes inaktivasyonunun belirlenmesi asamasina gegilmistir. Istenen pH’ larda
sonikasyon ortamlar1 hazirlanmis ve L. monocytogenes kiiltiiri bu ortama ilave edilmis
ve homojen bir karisim haline gelmesi saglanmistir. Bu ortamlar istenen sicaklik
derecelerine getirildikten sonra ilk érnekleme yapilmis (0.5 ml) ve bu 0 an1 olarak kayit
edilmis, daha sonra belirli araliklarda Ornekler alinmistir. Almnan bu o6rnekler FTS
iceren dillisyon tiiplerine 1:9 orami saglayacak hacimde inokiile edilmis ve homojen bir
karigim saglanmistir. Uygun dillisyonlardan Palcam Agar kati besiyerine damlatma
yontemiyle ekim yapilmistir. 37 °C’ de 24 saat inkiibasyon sonrasi olusan koloniler

sayilmistir.

2.2.8. Ultrasound, Farkh Sicaklik Dereceleri ve Farkh pH Kombinasyonunda L.

monocytogenes’ e ait Inaktivasyon Egrilerinin Olusturulmasi

Bu asamada ise ultrasound, sicaklik ve pH olmak iizere ii¢ farkli etkenin gesitli
kombinasyonlariin birlikte etkisi belirlenmistir.

Bu amagla %40 ve % 80 amplitiit olmak {izere iki farkli amplitiit, 20, 30, 40, 50
°C olmak tizere 4 farkl sicaklik derecesi ve pH=3, pH=4, pH=5, pH=7 olmak lizere 4
farkli pH kullanilmastir.

Bu asamada denenen pH, sicaklik ve sonikasyon kombinasyonlari, daha agik bir

sekilde asagidaki Cizelge 2° de verilmistir.

Cizelge 2: Denenen pH, sicaklik ve sonikasyon kombinasyonlari.

S$%0 S$%40 S$%80
20°C 4pH (3,45 veT7) 4pH (3,45 ve7) 4pH (3,45 veT7)
30°C 3pH @4,5ve7) 3pH (4,5ve7) 3pH (4,5ve7)
40 °C 2pH (5ve7) 2pH (5ve7) 2pH (5ve7)
50 °C pH (7) pH (7) pH (7)

Sonikayonlarda 13 mm’ lik solid prob ve ultrasound cihazinin 10 ml’ lik

haznesi kullanilmistir.
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Istenen pH’ larda sonikasyon ortamlar1 hazirlanmis ve L. monocytogenes kiiltiirii
bu ortama ilave edilmis ve homojen bir karisim haline gelmesi saglanmistir. Bu
ortamlar yukarida verilen sicaklik derecelerine getirildikten sonra ilk Ornekleme
yapilmis (0.5 ml) ve bu 0 an1 olarak kayit edilmis, daha sonra belirli araliklarda 6rnekler
alimustr.

0 anlar1 dahil olmak iizere belirli araliklarda yine 6rnekleme yapilarak alinan
ornekler FTS igeren dillisyon tiiplerine 1:9 orani saglayacak hacimde inokiile edilmis ve
homojen bir dagilim saglanmistir. Uygun diliisyonlardan Palcam Agar kat1 besiyerine
damlatma yontemiyle ekim yapilmustir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonrasi olusan

koloniler sayillmistir.

2.2.9. istatistiksel metodlar:

Bu c¢alismada bakterilerin inaktivasyonunun degerlendirilmesinde veya
modellenmesinde yaygin olarak kullanilan bir model olan birinci derece reaksiyon
kinetigi modeli kullanilmistir. Birinci derece reaksiyon kinetigi modeli daha once
yapilan bir ¢alismada da kullanilmistir (Ertugrul ve ark., 2003).

Buna gore inaktivasyonu gergeklestiren sartlar altinda var olan hiicre sayisinin
her birim zamanda belli bir oran1 inaktif hale gelir.

Model;
N/N,=e" veya InN =1n N, — kt seklinde gosterilebilir.
Ancak mikrobiyolojik ¢evrimlerde Logl0 doniisiimii yerlesmis bir adet oldugu
i¢in , model;
log N =log N, -kt seklinde kullanilmugtir.

Desimal azalma siiresi olan D degeri k degerinden (bu modelin egiminden)
dogrudan hesaplanmistir.

po L
k

Denklemlerde;
No= inaktivasyon islemine tabi tutulan kiiltiirdeki hiicre miktar1 (kob/ml)

t = inaktivasyon ortaminda 6rnek alina ana kadar gecen siire (dk.)
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N =t aninda alinan 6rnekte canli kalan hiicre miktar1 (kob/ml)

K = inaktivasyon egrisinin egimi (dk™)

k’ = log ¢evrimi yapilmis inaktivasyon egrisinin egimi (dk™)

D = deneyin yapildig1 inaktivasyon sartlar1 altinda kiiltlir veya silispansiyondaki canli

hiicre sayisinin bir logaritmik devre veya %90 oraninda azalmasi i¢in gereken stire (dk)

Verilerin bu modele uygulanmasi dogrusal regresyonla yapilmis ve bu amagla

Mikrosoft, Excel programi kullanilmistir.

D degerlerinin inaktivasyon faktorleri ile de§isimine ait varyans analizinde

SPSS Ver. 11.5 kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Sonikasyon islemine sicakhiginin etkisi :

Bu ¢alisma, FTS iceren 100 ml’lik hacimde, 4, 20, 30, 40, 45 ve 50 °C olmak
tizere 6 farkli sicaklik derecesi ve % 40 amplitiidde 13 mm solid prob kullanilarak

denenmistir. Bunlara ait inaktivasyon egrileri Sekil 5° de goriilmektedir.

Sicaklik+Sonikasyon ( % 40 )

»
S I

log (kob / ml)

0,5

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Zaman ( dk)

Sekil 5: Farkli sicaklik derecelerinde, % 40 amplitiid kullanilarak yapilan
sonikasyon islemi sonrasinda elde edilen inaktivasyon egrileri.

Sekildeki egrilerde de goriilecegi ilizere 4 °C’ den 30 °C’ ye kadar D
degerlerinde ¢ok az bir azalma olmustur. D degerlerindeki 6nemli miktarda azalma ise
40-50 °C arasinda goriilmiistiir. Buna gore 4-30 °C arasinda gordiiglimiiz azalmanin
esas olarak sonikasyondan dolayr oldugunu; 40-50 °C’ lerde ise inaktivasyonda

sicakliginda 6nemli derecede etkiledigini sdylemek miimkiindiir.
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Bu egrilerden (bu egrilere ait regresyon denkliklerinden) elde edilen D

degerleri Cizelge 3’ de verilmistir.

Cizelge 3: Farkli sicaklik derecelerinde, % 40 amplitiid kullanilarak yapilan
sonikasyon islemi sonrasinda elde edilen inaktivasyon egrilerinin degerleri.

Sicaklik | Siire(dk) R’ Denklem D(dk)

4 °C 0,10,20,30,40,50 0,9242 y =-0,0394x + 4,7009 25,38071
20°C 0,8,16,24,32,40 0,8909 y =-0,0401x + 4,6645 24,93766
30°C 0,8,16,24,32,40 0,9208 y = -0,0423x + 4,6996 23,64066
40°C 0,8,16,24,32,40 0,9754 y =-0,0841x + 4,9423 11,89061
45°C 0,2,4,6,8,10 0,7375 y =-0,0978x + 4,6064 10,22495
50°C 0/0,5/1/1,5/2 0,8031 y = -0,5051x + 4,6936 1,979806

Cizelge 3’de de goriildiigii gibi 4-20 °C arasinda D degerleri 23.6-25.3 dk.
arasinda degisirken 40-45 °C de bu degerler 10.2 dk ve 50 °C de ise yaklagik 1.98 dk

olmustur.
3.2. Sonikasyonda kullanilan bashgin etkisi :

Bu amagla 13 mm solid prob ve stepped microtip karsilastirilmistir. Sonikasyon
isleminde 10 ml siispansiyon hacmi kullanilmis ve inaktivasyon denemeleri % 40

amplitiitte 30 ve 40 °C’ lerde yapilmistir. Bu denemelere ait sonuglar ise Sekil 6’ de

goriilmektedir.
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30, 40 °C de, 13 mm solid ug ve Stepped microtip

5
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Sekil 6. Farkli iki sicaklik derecesinde, % 40 amplitiidde, iki farkli prob kullanilarak
yapilan sonikasyon igslemi sonrasinda elde edilen inaktivasyon egrileri.

Sekil 6’ da da goriildigii gibi sonikasyon bagliginin tipi inaktivasyon hizini ¢ok
onemli Olcilide etkilemistir. 13 mm c¢apinda olan prob kullanildiginda her iki sicaklikta
cok giiclii bir inaktivasyon meydana gelirken, stepped microtip kullanildiginda yine her
iki sicaklikta ¢ok daha zayif bir inaktivasyon olugsmustur. Bunda bagligin 13 mm’ lik
yiizey alani etkili olmus olabilir. Bu verilerden yola ¢ikarak bundan sonraki ¢aligmalara
13 mm’ lik solid probla devam edilmistir. Tabii olarak sicakliklarin etkileride ayni

zamanda goriilmektedir. Bu durum daha agik olarak Cizelge 4’ de goriilmektedir.

Cizelge 4: Farkli iki sicaklik derecesinde, % 40 amplitiidde, iki farkli prob kullanilarak
yapilan sonikasyon islemi sonrasinda elde edilen inaktivasyon egrilerinin degerleri.

Baslhk Sicaklik | Siire R’ Denklem D(dk)

13 mm prob 30°C 0,2,4,6,8 0,9946 | Y =-0,3377x +4,7395 2,961208
13 mm prob 40°C 0,1,2,3,4 0,9624 | Y =-0,4011x +4,7235 2,493144
Stepped microtip | 30° C 0,4,8,12,16 | 0,61 Y =-0,0399x + 4,3734 25,06266
Stepped microtip | 40° C 0,2,4,6,8 0,712 Y =-0,079x + 4,4393 12,65823
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Cizelge 4’ de gortildigi gibi 13 mm’ lik baslikla yapilan ¢alismada 30 ve 40 °C’
lerde D degerleri sirasiyla 2.4 ve 2.9 dk kadar olurken ayni sicakliklarda stepped baglik
kullanildiginda D degerleri neredeyse 8 kat kadar artmistir.

3.3. Sonikasyon islemi iizerine pH’ 1 etkisini belirlemek amaciyla yapilan 6n

calisma :

Sonikasyon iglemine pH’nin etkisi, 30 ve 40 °C’ lerde 10 ml’lik
stispansiyonlarda, pH’ lar1 sitrat tamponu kullanilarak pH= 4 ve pH= 7’ ye getirilmis
sispansiyon ortamlarinda, % 40 amplitid uygulanarak belirlenmistir. Bunlara ait

inaktivasyon egrileri Sekil 7° de verilmistir.

Sicaklik+Sonikasyon (% 40 )+pH

E
~
o]
o 30 °C, pH:7
4
; 30 °C, pH:4
°
40 °C, pH:4 ~ 40°C, pH7
0 T T T T 'K\) T \\\ 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Zaman ( dk)

Sekil 7: Iki farkli sicaklikta, pH=4, pH=7" de, 13 mm’ lik prob kullanilarak yapilan
% 40 sonikasyonun etkisi.

Farkli pH’ larda yapilan sonikasyon isleminden elde edilen D degerleri Cizelge

5’ de verilmistir.

36



Cizelge 5: iki farkli sicaklikta, pH=4 ve pH=7" de % 40 sonikasyonun etkisi sonucu
olusan inaktivasyon egrilerine ait degerler.

pH | Sicaklik | Siire R’ Denklem D(dk)

4 30°C 0,4,8,12,16 0,9838 y =-0,1563x +4,2667 6,3979
4 40°C 0,24 0,8487 y =-0,5766 x + 4,3728 1,7343
7 30°C 0,4,8,12,16 0,9677 y=-0,122x +4,1587 8,1967
7 40°C 0,2,4,6,8 0,9613 y =-0,2626x +4,2329 3,8080

Sekil 7’ de de goriildiigii gibi ayni siispansiyon hacmi, ayni kiiltiir yogunlugu ve
ayni sonikasyon diizeyi kullanilmis olmakla birlikte, diisiik pH’ larda daha giiclii bir
inaktivasyon ve dolayistyla daha kii¢iik bir D degeri, yliksek pH’ larda ise daha zayif bir
inaktivasyon ve dolayisiyla daha yiiksek D degerleri elde edilmistir. Ancak pH=7" de
sicaklik 30 °C’ den 40 °C’ ye yiikseltildiginde D degeri 8.1967" den 3.8080° e inmis
ve dolayisiyla ilk degerin % 46.45° ine inmistir. Buna karsihk pH= 4’ de aym
sicakliklarda 6,3979 dan 1,7343” e inmis ve dolayisiyla ilk degerin % 27,10° una
inmistir.  Diisik pH’ da sicaklik artisinin sonikasyon etkinligini arttirdi.  Buna
dayanarak, pH ve sicakligin sonikasyonun etkenliginde sinerjistik bir etkisinin oldugunu

sOyleyebiliriz.

3.4. Sonikasyon Siiresinin EtKisi:

Yapilan tiim c¢alismalarda mikroorganizma sayisinin logaritmasi zamanla
dogrusal olarak azalmistir. Bu azalisa ait dogrusal regresyon denkliginin determinasyon
katsayist (R’) genellikle 0.9 un iizerinde olmus ve 6n ¢alismalarin yarisindan fazlasinda
0.96-0.99 arasinda degismistir. Buna dayanarak test edilen mikroorganizmanin
inaktivasyonunun klasik 1. derece reaksiyon kinetigi ile gosterilebilecegine karar
verilmistir. Ancak bazi caligmalarda bu egride omuz ve kuyruk gibi dogrusalliktan
sapma egilimleri de goriilmiistiir. Bu nedenle, daha sonra yapilan esas calismalarda
sonuglar klasik modelin yaninda bu sapmalar1 da ifade edebilen Weibull Dagilimi ile de
ifade edilmeye calisilmistir. Ancak bu model klasik modelden (birinci derece reaksiyon
kinetigi veya canli kalanlarin sayisinin zamanla diizgiin dogrusal degisimi) daha basarili
olmamasi nedeniyle tezin tamaminda klasik modelle yapilan degerlendirmeler

kullanilmistir.
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3.5. pH, sicakhik ve amplitiid gibi farkli ortam kosullarimin sonikasyon islemi

iizerine etkisini belirlemek amaciyla yapilan var/yok ¢alismalari:

Sonikasyon islemi ile mikroorganizma inaktivasyonunda, pH, sicaklik ve
amplitiid gibi etkenlerin birlikte etkisini belirlemek amaciyla bir 6n ¢aligma yapilmasi
planlanmigtir.  Ayrica farkli ortam kosullarinda 6nemli diizeyde bir mikrobiyal
inaktivasyon i¢in gerekli olan islem siiresinin dnceden belirlenebilmesi i¢in de var/yok
olarak adlandirilan testler yol gosterici olacagi diistinlilmiistiir. Bu testlerin sonuglari
alindiktan sonra, farkli ortam kosullarinin olusturuldugu c¢ozeltilerde sonikasyon
isleminin hangi stirelerde yapilmasi gerektigi belirlenmistir. Elde edilen bulgulardan
yola ¢ikarak etkinligin artirilmasi i¢in standart 13 mm solid probun kullanilmasina karar
verilmistir. Bu 6n ¢aligmada, pH = 2.2, 3.0, 4.0, 5.0 ve 7.0 olmak tizere farkli pH ’ lar
ve 4, 20, 30, 40, ve 50 °C sicaklik uygulamasi yapilmustir.

Goze carpan bir inaktivasyon elde edilebilmesinde gerekli siirenin belirlenmesi
icin yapilan var/yok calismasi sirasinda sonikasyon ortamindan belirli araliklarla alinan
orneklerin (0.02 ml) olusturduklar1 koloni sayilart birbiriyle karsilastirilmistir. 0 aninda
alinan Orneklerdeki koloni sayilari, 6rnekleme periyotlarinda alinan 6rneklerden elde
edilen koloni sayilariyla karsilagtirilmistir.

Buna gore bir gelisme skalas1 olusturulmustur, + isareti gelismeyi, bu isaretlerin
say1s1 da gelismenin diizeyini ifade etmektedir.

Bu ¢aligmadan elde edilen veriler Cizelge 6, 7 ve 8’ de gosterilmistir.
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Cizelge 6: Sonikasyon kullanilmadan, farkli sicaklik ve pH’

denemelerinin sonuglari

larda yapilan var/yok

Sicaklik pH Ornek alma siiresi (dk)
0 15 30 45 60
2.2 ++++ ++++ +++ ++ +
3 -+ 4+ -+ -+ -+
4°C 4 -+ 4+ -+ -+ -+
5 -+ 4+ -+ -+ -+
7 -+ 4+ -+ -+ -+
2.2 ++++ ++++ +++ ++ +
3 -+ 4+ -+ -+ -+
20°C 4 -+ 4+ -+ ++++ ++++
5 -+ 4+ -+ -+ -+
7 -+ 4+ -+ -+ -+
2.2 - - - - -
3 -+ 4+ -+ ++ +
30°C 4 -+ 4+ -+ ++++ ++++
5 -+ 4+ -+ -+ -+
7 -+ 4+ -+ -+ -+
2.2 - - - - -
3 -+ - - - -
40 °C 4 -+ ++ ++ + -
5 -+ 4+ -+ -+ -+
7 -+ 4+ -+ -+ -+
Ornek alma siiresi (dk)
0 10 20 30 40
22 - - - - -
50 °C 3 - - - - -
4 - - - - -
5 ++++ +++ ++ + +
7 A+ A+ A+ A+ ++

++++: cok yogun lireme (sayilamayacak kadar ¢ok koloni)

+++ : yogun lireme (200 den fazla koloni)
++: az yogun (200 koloniden az)

+: ¢ok: az (1-30 koloni)

-: gelisme yok
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Cizelge 7: % 40 sonikasyon kullanilarak, farkli sicaklik ve pH’ larda yapilan var/yok

denemelerinin sonuglari.

Sicaklik pH Sonikasyon siiresi (dk)
0 5 10 15
4°C 2.2 4+ + - -
3 - -+ + -
20°C 2.2 A+ - - -
3 - + - -
0 2 4 8 12 16
7 b4 b+ F+ s + +
0 5 10 15
30°C 3 -+ - - -
4 +4+++ - - -
40°C 3 -+ - - -
4 +4+++ - - -
5 A+ + - -
50°C 4 -+ - - -
5 ++++ - - -
7 A+ - - -

++++: ¢ok yogun iireme (sayillamayacak kadar ¢cok koloni)

+++ : yogun iireme (200 den fazla koloni)
++: az yogun (200 koloniden az)

+: ¢ok: az (1-30 koloni)

-: gelisme yok

Cizelge 8: % 80 sonikasyon kullanilarak, farkli sicaklik ve pH’ larda yapilan var/yok
denemelerinin sonuglari

Sicaklik pH Sonikasyon siiresi
0 dk 1dk 2 dk 3 dk 4 dk
4°C 2.2 F -+ -+ +4++ ++
3 TR TR b bt +++
20°C 2.2 A+ +++ 4+ +4++ ++
3 o+ o+ +4++ +4++ +++
0 dk 1dk 2 dk 4 dk 6 dk 8 dk
7 TR TR b bt TR -
30°C 0 30 sn 60 sn 90 sn 120 sn
3 o+ o+ +4++ ++ ++
4 1 -+ [R—_— bt +++
40°C 3 - - ++ + -
4 -+ -+ o +4++ +++
5 o+ o+ +4++ +4++ +++
50°C 4 -+ - - - -
5 o+ + - - -
7 o+ + - - -

++++: ¢cok yogun lireme (sayilamayacak kadar ¢ok koloni)

+++ : yogun lireme (200 den fazla koloni)
++: az yogun (200 koloniden az)

+: ¢ok: az (1-30 koloni)

-: gelisme yok



Sonikasyon uygulanmayan L. monocytogenes kiiltiir silispansiyonundan alinan

13 2

0.02 ml’ lik 6rnekte yaklasik 10 kob oldugu diisiiniiliirse ile ifade edilen
sonuglarda, kiiltirde en az 4 D diizeyinde inaktivasyon meydana geldigi sOylenebilir.
Buna dayanarak Cizelge 4, 5 ve 6’dan tampon ortaminda L. monocytogenes 'in gesitli
sicaklik pH ve sonikasyon diizeyi kombinasyonlarinda 4 D azaldigi islem siirelerini
gormek ve tahmin etmek miimkiin olmaktadir. Aradaki farkli sayida “+” lar ile

gosterilen degerler de bize yar1 kantitatif bir degerlendirme yapma imkani1 vermektedir.

3.6. Yapilan var/yok calismalarindan elde edilen sonuclara gore secilen sicakhik,

pH ve sonikasyon kombinasyonlarinda yapilan inaktivasyon calismalari:

Farkli ortam kosullarinin sonikasyon islemi iizerine etkisinin belirlenmesi
amaciyla yapilan var/yok testlerinden elde edilen bilgilerin 1s181inda, D degerlerinin

belirlenecegi sicaklik, pH, ve sonikasyon kombinasyonlar1 se¢ilmistir.

3.6.1.Sonikasyon uygulanmaksizin, farkh sicakhik ve pH’ da yapilan inaktivasyon

calismasi:
L. monocytogenes inaktivasyonunda ultrasoundun etkisini ortaya koymak

amaciyla sadece farkli pH ve sicakligin kullanildigi ¢aligmalarin sonucu Sekil 8-11° de

goriilmektedir.
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Sekil 8: 20 °C” de ve pH=3" de, sonikasyon uygulanmaksizin yapilan inaktivasyon
calismasi.
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Sekil 9: 20 ve 30 °C’ de ve pH=4" de, sonikasyon uygulanmaksizin yapilan
inaktivasyon ¢aligsmasi.
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Sekil 10: 20, 30 ve 40 °C’ de ve pH=5" de, sonikasyon uygulanmaksizin yapilan
inaktivasyon ¢aligsmasi.
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Sekil 11: 20, 30, 40 ve 50 °C de ve pH=7 de, sonikasyon uygulanmaksizin
yapilan inaktivasyon ¢aligmasi.
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3.6.2. % 40 amplitiidde, farkh sicaklik ve pH’ da yapilan sonikasyon ¢alismalari:
10 ml’ lik sonikasyon haznesinde % 40 amplitiid kullanilarak elde edilen L.

monocytogenes inaktivasyonunun zamana bagh degisimleri Sekil 12, 13, 14 vel5’ de

verilmistir. Iki tekrarli yapilan ¢alismalar sonrasi elde edilen her iki grup sonug grafige

yansitilmistir(2 no’ lu egriler).

pH:3
4,
~ 357 20°C
E 37 .\‘\l’\'
- 2,5
e}
_3 24 20°C, 2
-~ 1,5
g 1
0,5
O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Zaman (dk)

Sekil 12: 20 °C’ de ve pH=3 ‘de, % 40 sonikasyon uygulanarak ve
iki paralel halinde yapilan inaktivasyon ¢aligmasi.

3,51 ——

20 °C
2,5 >
~ 920°C, 2

1,5 ~
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/
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Y
11 T30

0,5 30°C, 2

0 2 4 6 8 10 12
Zaman ( dk)

Sekil 13: 20 ve 30 °C’ de ve pH= 4’ de, % 40 sonikasyon uygulanarak
ve iki paralel halinde yapilan inaktivasyon ¢alismas.
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Sekil 14: 20, 30 ve 40 °C’ de ve pH= 5" de, % 40 sonikasyon uygulanarak ve iki
paralel halinde yapilan inaktivasyon caligmasi.
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Sekil 15: 20, 30, 40, 50 °C’ de ve pH=7"de, % 40 sonikasyon uygulanarak ve iki
paralel halinde yapilan inaktivasyon ¢aligsmasi.
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3.6.3. % 80 amplitiidde, farkh sicaklik ve pH’ da yapilan sonikasyon ¢alismalar:

% 80 sonikasyon uygulanarak elde edilen inaktivasyonun zamana bagl

degisimleri ise Sekil 16, 17, 18 ve 19° da verilmistir.

pH:3
4 -
3,5 -
= 31 ) Py
E 25
e
2
[] [
< 45 20°C
8 14 20°C, 2
0,5
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Zaman ( dk)

Sekil 16: 20 °C’ de ve pH= 3’ de, % 80 sonikasyon uygulanarak ve iki
paralel halinde yapilan inaktivasyon ¢aligmasi.

log ( kob / ml)

Zaman ( dk)

Sekil 17: 20 ve 30 °C’ de ve pH= 4"de, % 80 sonikasyon uygulanarak ve iki
paralel halinde yapilan inaktivasyon ¢aligmasi.
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Sekil 18: 20, 30 ve 40 °C” de ve pH= 5’ de, % 80 sonikasyon uygulanarak ve iki
paralel halinde yapilan inaktivasyon ¢aligsmasi.

log (kob / ml)

Zaman ( dk)

Sekil 19: 20, 30, 40 ve 50 °C’de ve pH= 7’ de, % 80 sonikasyon uygulanarak ve
iki paralel halinde yapilan inaktivasyon ¢alismasi.
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Sekiller incelendiginde kolaylikla goriilecegi tizere sicaklik 40 ve 50 °C’ ye
yiikseldiginde ve pH diisiik degerlerinde inaktivasyon ¢ok daha fazla olmaktadir. Yine
diistik pH ve yiiksek sicaklikta sonikasyonun etkinligi daha fazla olmaktadir.

Bu durum D degerleri incelendiginde daha acik goriilmektedir.
Cizelge 9° da bu c¢alismada elde edilen regresyon denklikleri, bunlarin

determinasyon katsayilari ile bu denkliklerden hesaplanan D degerleri verilmistir.
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Cizelge 9: Farkli sonikasyon, farkli sicaklik ve farklt pH kombinasyonlarindan elde
edilen regresyon denklikleri, determinasyon katsayilar1 ile bu denkliklerden hesaplanan

D degerleri.

Sonikasyon | Sicaklik | pH Reg.denk. D _degerleri log D

0 20 3 y =-0,0075x + 3,0751 133,33333 2,1249387
0 20 4 y =-0,0051x + 4,1014 196,07843 2,2924298
0 20 5 y =-0,0049x + 3,9494 204,08163 2,3098039
0 20 7 y= -0,0047x + 4,0971 212,76596 2,3279021
0 30 4 = -0,0055x + 3,6009 181,81818 2,2596373
0 30 5 y =-0,0046x + 4,0258 217,3913 2,3372422
0 30 7 y =-0,0021x + 3,9867 476,19048 2,6777807
0 40 5 y =-0,0067x + 3,9097 149,25373 2,1739252
0 40 7 y =-0,0029x + 4,0443 344,82759 2,537602
0 50 7 y =-0,0261x + 3,7941 38,314176 1,5833595
40 20 3 y =-0,1342x + 3,4577 7,4515648 0,8722475
40 20 3 y =-0,1309x + 3,4353 7,6394194 0,8830604
40 20 4 y =-0,1174x + 3,5655 8,5178876 0,9303319
40 20 4 y =-0,1194x + 3,5952 8,3752094 0,9229957
40 20 5 y =-0,1555x + 3,6772 6,4308682 0,8082696
40 20 5 y =-0,1568x + 3,6951 6,377551 0,8046539
40 20 7 y =-0,1461x + 3,6652 6,844627 0,8353498
40 20 7 y =-0,1495x + 3,7024 6,6889632 0,8253588
40 30 4 y =-0,3233x + 4,0253 3,0931024 0,4903943
40 30 4 y =-0,3008x + 3,9044 3,3244681 0,5217222
40 30 5 y =-0,2054x + 3,678 4,8685492 0,6873996
40 30 5 y =-0,2118x + 3,6976 4,7214353 0,674074
40 30 7 y =-0,1934x + 3,7909 5,1706308 0,7135435
40 30 7 y =-0,1906x + 3,8025 5,2465897 0,7198771
40 40 5 y =-0,2788x + 3,4965 3,5868006 0,5547072
40 40 5 y =-0,2819x + 3,4734 3,5473572 0,5499049
40 40 7 y =-0,2638x + 3,7788 3,7907506 0,5787252
40 40 7 y =-0,2227x + 3,3266 4,4903458 0,6522798
40 50 7 y =-1,5847x + 3,7967 0,6310343 -0,199947
80 20 3 y =-0,3659x + 3,659 2,7329872 0,4366376
80 20 3 y =-0,4212x + 3,7557 2,374169 0,3755116
80 20 4 y =-0,5965x + 4,4882 1,6764459 0,2243896
80 20 4 =-0,6559x + 4,6288 1,5246227 0,1831624
80 20 5 y =-0,2313x + 3,9126 4,3233895 0,6358244
80 20 5 y =-0,2412x + 3,9553 4,145937 0,6176227
80 20 7 y =-0,3584x + 5,051 2,7901786 0,445632
80 20 7 y =-0,3553x + 5,0837 2,8145229 0,4494048
80 30 4 y =-0,5309x + 3,743 1,8835939 0,2749873
80 30 4 y =-0,52x + 3,7482 1,9230769 0,2839967
80 30 5 y =-0,4876x + 3,7488 2,0508614 0,3119363
80 30 5 y =-0,4417x + 3,6783 2,2639801 0,3548726
80 30 7 y =-0,2128x + 3,8329 4,6992481 0,6720284
80 30 7 y =-0,2069x + 3,8401 4,8332528 0,6842395
80 40 5 y =-0,3532x + 3,0249 2,8312571 0,4519793
80 40 5 y =-0,3799x + 3,049 2,6322717 0,4203307
80 40 7 y =-0,3636x + 3,1294 2,750275 0,4393761
80 40 7 y =-0,3427x + 3,1188 2,9180041 0,4650859
80 50 7 y =-2,0866x + 2,4312 0,4792485 -0,319439
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Cizelge 9’da da goriildiigii gibi tampon ortaminda pH=7" de 20-40 °C gibi
sicakliklarda higbir islem yapilmadan dogal (muhtemelen aclik stresi vb.) nedenlerle L.
monocytogenes’ in kendiliginden inaktivasyonuna ait D degerleri 212,76-344.82 dakika
arasinda degisirken, % 40 sonikasyon uygulamasinda D degeri ayn1 pH ve sicakliklarda
6.76-4.14 dakikaya inmistir. %80 sonikasyonda ise D degerleri 2.80- 2.83 dakika
olmustur.

Benzer oransal etki diisiik pH ve/veya yiiksek sicaklikta yapilan sonikasyon
uygulamalarinda da goriilmektedir. Asagida sicaklik, pH ve sonikasyonun D degerleri
ve bunlarin logaritmik ¢evrimleri {izerine kombine etkisine ait varyans analizi Cizelge

10 ve 11’ de goriilmektedir.

Cizelge 10: Sicaklik, pH ve sonikasyonun D degerleri ve bunlarin logaritmik ¢evrimleri
tizerine kombine etkisinde kullanilan faktorler ve diizeyleri.

N
S-Sonik.(%) ,00 10
40,00 19
80,00 19
T-Sicaklik (C) 20,00 20
30,00 15
40,00 10
50,00 3
PH 3,00 5
4,00 10
5,00 15
7,00 18
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Cizelge 11: D Degerlerine Ait Varyans Analizi

Bagimli degisken: D

Tip Il kareler | Serbestlik Kareler
Varyans Kaynagi toplami derecesi Ortalamasi F Sig.(6nemlik)
Duzeltilmis model | 482810,128(a) 29 16648,625 | 617124,523 ,000
Sabit 129315,236 1 129315,236 | 4793405,032 ,000
S 196780,230 2 98390,115 | 3647085,113 ,000
T 33014,199 3 11004,733 | 407919,005 ,000
PH 25403,942 3 8467,981 | 313887,689 ,000
S*T 58119,108 6 9686,518 | 359055,946 ,000
S*PH 39679,233 6 6613,205 | 245135,632 ,000
T*PH 12760,616 3 4253,539 | 157668,452 ,000
S*T*PH 19420,266 6 3236,711 | 119977,096 ,000
Hata 486 18 ,027
Toplam 593642,675 48
Dazeltilmis 482810613 47
toplam ’

a R Squared = 1,000 (Adjusted R Squared = 1,000)

Cizelge 12: D Degerlerinin Logaritmik Cevrimlerinin Varyans Analizi

Dependent Variable: LOG D

Tip Il kareler | Serbestlik Kareler

Var. Kaynagi toplami derecesi Ortalamasi F Sig.(6nemlik)
Duzeltilmis model 27,272(a) 29 ,040 | 2060,017 ,000
Sabit 32,665 1 32,665 | 71554,338 ,000
S 19,572 2 9,786 | 21437,029 ,000
T 2,056 3 ,685 | 1500,960 ,000
PH ,241 3 ,080 175,865 ,000
S*T ,156 6 ,026 57,058 ,000
S*PH 142 6 ,024 51,874 ,000
T*PH 125 3 ,042 91,026 ,000
S*T*PH ,140 6 ,023 51,048 ,000
Hata ,008 18 ,000

Toplam 65,545 48

E)‘;f:r'ﬂ'm'S 27,280 47

a R Squared = 1,000 (Adjusted R Squared =,999)
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Cizelge 11 ve 12 incelendiginde ele alinan 3 faktoriin ve interaksiyonlarinin D
degerlerinin degisimini %100 yani tam olarak acikladigi (determinasyon katsayisi,
R’=1.00) goriilmektedir. Bu olduk¢a miikemmel bir durumdur. Bu durumda her bir

faktoriin ve interaksiyonunun D degerlerini nasil etkiledigi asagida sekillerde

gosterilmistir.

500

-400

-300

-200

-100

pH5

H4
8 pH3 P
Te)

Sekil 20: Sonikasyonsuz ortamda farkli sicaklik ve pH’nin L. monocytogenes’ in
D degerleri iizerine etkisi.

Sekil 21: %40 yogunlukta sonikasyon uygulandig: ortamda farkli sicaklik ve
pH’nin L. monocytogenes’ in D degerleri iizerine etkisi.
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Sekil 22: %80 yogunlukta sonikasyon uygulandig: ortamda farkli sicaklik ve
pH’nin L. monocytogenes’ in D degerleri iizerine etkisi.

Benzer sekilde farkli pH’ larda sonikasyon ve sicakligin birlikte etkisi sekil 23 de
gosterilmistir

500

400+

300+

200+

100+

Sekil 23: pH 7’ de D degerleri iizerine sicaklik ve sonikasyonun birlikte etkisi.
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Sekil 24: pH=5" de D degerleri iizerine sicaklik ve sonikasyonun birlikte etkisi.
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4. TARTISMA

4.1. 100 ml’ lik sonikayon haznesinde 6 farkh sicakhk kullanillarak, % 40

amplitiidde gerc¢eklestirilen sonikasyon isleminden elde edilen sonuclar:

Bu islemde sicaklik 4 °C” den 50 °C’ ye kadar yiikselirken D degerlerinde de
buna paralel bir azalma goézlenerek, 25.38” den 1.97° ye (sirasiyla 4 °C ve 50 °C)
diismiistiir.

Ultrasonik dalgalarin L. monocytogenes inaktivasyonu {lizerindeki etkisini,
sicaklik etkisi ile birlikte degerlendiren bir ¢alisma, 23 ml citrat tamponu igeren bir
sonikasyon haznesinde yapilmistir (Pagan ve ark., 1999a). Bu ¢alismada 40 °C’ de, 62-
150 um (20 kHz) arasinda artan amplitiid degerlerinde, baslangigtaki bakteri sayisinin
(No) 5 logaritmik devre kadar azaldig1 ve inaktivasyon diizeyinin amplitiid artisiyla
birlikte eksponansiyel olarak arttig1 belirtilmistir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada ise 49.6 um amplitiid, 100 ml hacim ve 40 °C
sicaklik kosullarinda elde edilen D degeri 11.89 olmustur. Baslangictaki hiicre sayisi
yaklagik 3 logaritmik birim azalmistir (Sekil 1). Caligmamizda kullanilan sonikasyon
hacminin 100 ml ve amplitiidin ve 49.6 pum olmasi nedeniyle Pagan ve ark’ nin

(1999a) sonuglarindan daha az bir inaktivasyon diizeyi gézlenmistir.

4.2. Sonikasyon uygulamalarinda kullamlan bashk tipinin L. monocytogenes

inaktivasyonu iizerindeki etkisi:

Kullanilan baghgin c¢ap1 ve segilen amplitiid degeri sonikasyonun siddetini
belirlemektedir.  Bu durumun L. monocytogenes inaktivasyonunu ne derecede
etkiledigini belirlemek icin 13 mm (solid prob, %40= 49.6 um ve %80= 99.2 um
amplitiidde) ve 3 mm (stepped microtip %40 amplitiidde 84.4 um) olmak tizere iki tiir
baslik kullanilmistir.
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13 mm solid prob kullanildiginda 30 ve 40 °C’ lerde birbirine yakin (sirasiyla
2.96 ve 2.49) sonuglar elde edilmistir. 3 mm stepped microtip kullanildiginda ise D
degerleri 30 ve 40 °C’ ler igin sirastyla 25.06 ve 12.65 olmustur.

E. coli inaktivasyonu ig¢in, 20 kHz’ lik sonikatér kullanilarak yapilan bir
calismada, farkli prob ylizey alanlarinin, sonikasyon islemini nasil etkiledigini arastiran
bir calisma yapilmistir. Bu amagla 1.08, 4.6 ve 30.7 em® lik prob alanina sahip
basliklar kullanilarak oksijenle doyurulmus 300 ml hacimde sonikasyon denemeleri
yapmiglardir.  Farkli amplitiidler kullanildiginda D degerleri arasinda istatistiksel
olarak onemli bir farklilik gozlendigini ve inaktivasyonun yiiksek amplitiidde daha
yiiksek diizeyde oldugunu bildirmislerdir (Hua ve Thompson, 2000).

Farkli problar ile farkli D degerlerinin elde edilmesinin prob c¢apindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Problar, konverter tarafindan olusturulan vibrasyon
siddetini arttiran mekanik transformer’ lardir. Kiiciik prob ¢ap1 daha yogun bir
kavitasyon enerjisi yaratmakta ancak buna karsilik enerjinin yayildigr alan
daralmaktadir. Buna ters olarak biiyiik prob ¢ap1 daha az yogun bir kavitasyon enerjisi

yaratmakta ve enerjinin yayildig1 alan daha genislemektedir (Goodwin, 1990).

4.3. 1Inaktivasyon c¢alismalarinda kullamlan farkh pH degerlerinin L.
monocytogenes inaktivasyonu iizerine etkisini belirlemek icin yapilan o6n

calisma:

Inaktivasyon iizerine pH’ min etkisi (pH=4 ve pH=7) oncelikle 30 ve 40 °C’
lerde denemistir. Genel olarak pH= 4’ de yapilan sonikasyon uygulamalarinda her iki
sicaklik i¢in de D degerleri daha az olmustur. pH=7" de 30 ve 40 °C’ lerde elde edilen
D degerleri sirasiyla 8.19 ve 3.8 dir. pH=4" de, 30 ve 40 °C’ lerde elde edilen D
degerleri ise sirasiyla 6.39 ve 1.73 olarak belirlenmistir.

L. monocytogenes inaktivasyonunda, sonikasyon uygulanacak c¢ozeltinin pH’
sinin, manosonikasyon (MS) islemi (117 pm, 200 kPa, 40 °C) iizerine etkisi Pagan ve
ark. (1999a) tarafindan belirlenmistir.  Bu calisma sonunda pH=7" den pH=4’e
distiigiinde L. monocytogenes igin belirlenen Dyg degerlerinde 6nemli bir farklilik

gbzlenmedigini bildirmislerdir.
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4.4. Kullanmilan farkh sonikasyon siddetinin (amplitiid) ve diger ortam kosullar ile

kombine edildigi ¢calismalarin L. monocytogenes’ in D degerleri iizerine etkisi:

Bu calismada L. monocytogenes’ in inaktivasyonunda, sonikasyonun siddeti (%
0, 40 ve 80), farkli sicaklik (20, 30, 40 ve 50 °C) ve farkli pH larin (3, 4, 5 ve 7) etkisi
arastirtlmis ve sonikasyon yapilan ortamlardan belirli araliklarda 6rnek alinarak, canli
kalan hiicrelerin sayilar1 belirlenmistir. Elde edilen veriler, birinci dereceden reaksiyon
kinetigi ile yorumlanmistir.

L. monocytogenes’ in inaktivasyonunda % 0, 40 ve 80 amplitiidde sonikasyonun
uygulandigi, pH’ 1n 7 ve ortam sicakliginin 50 °C oldugu calismalardan elde edilen D
degerleri sirastyla 38.31, 0.63 ve 0.47 dk olmustur. Buradan, sonikasyon siddeti
artttkca D degerlerinin giderek azaldigi oldukca agik goriilmektedir. Aynmi kosullarda
fakat sicakligin 40 °C oldugu durumda ise, D degerleri sirasiyla 344.82, 4.14 ve 2.83
olmustur. Sicaklik 20 °C oldugunda D degerleri sirasiyla 212.76, 6.76 ve 2.80 olarak
belirlenmistir. Sicakligin 10 derecelik diisiislerinde giderek daha biiyiiyen D degerleri
elde edilmis, yine amplitiid artistyla inaktivasyon diizeyi arasinda paralellik
gozlenmistir. Ayni durum sicakligin 30 °C oldugu sonikasyon galigsmalari i¢in de
gecerlidir.

D degerleri sonikasyon ortamimin pH’ smin, sonikasyon ile beklenen bakteri
inaktivasyonunu nasil etkiledigi” acisindan incelendiginde, ise sdyle bir durum ortaya
cikmaktadir;

% 0 ve 40 amplitiid siddetinde, 20 °C ve pH 3’ de uygulanan sonikasyon
sonrasinda elde edilen D degerleri sirasiyla 133.33 ve 7.54 dk olarak bulunmustur.
Ayni kosullarda, ancak pH= 4, 5 ve 7 i¢in bulunan D degerleri sirasiyla; 196.07/8.44,
204.08/6.40, 212.76/6.76 olmustur. Sonikasyonsuz c¢alismalardan elde edilen D
degerlerinin, pH ylikseldikce arttigi belirlenmistir (L. monocytogenes’ in bu kosullarda
%90 m1 oldirmek i¢in gegen siire pH= 7oldugunda %62 artmistir, 1.5 kez). % 40
sonikasyon siddetinin, farkli pH’ lara sahip ortamlara uygulanmasindan elde edilen D
degerleri, ortaminin pH’ inin 7 den 3’ e diismesiyle sonikasyon isleminin etkinligini ¢ok
fazla degistirmedigini gdstermektedir.

% 0 ve 80 amplitiid siddetinde, 20 °C ve pH 3’ de uygulanan sonikasyon

sonrasinda elde edilen D degerleri sirasiyla 133.33 ve 2.55 dk olarak bulunmustur. Ayni
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kosullarda, ancak pH=4, 5 ve 7 ic¢in bulunan D degerleri sirasiyla; 196.07/1.59,
204.08/4.23, 212.76/2.8 olmustur. % 80 amplitiidde elde edilen D degerleriyle % 40
amplitiiddekilerle karsilastirildiginda, ayn1 pH degerlerinde, daha kii¢iik D degerleri
elde edilisi L. monocytogenes inaktivasyonundaki asil etkenin uygulanan ses dalgalari
oldugunu gostermektedir.

% 40 amplitiid, 40 °C, pH =5 ve 7’ de yapilan sonikasyon ¢aligmalarindan elde
edilen D degerleri sirasiyla 3.56 ve 4.14, yine ayn1 kosullarda % 80 amplitiidde yapilan
sonikasyon c¢alismalarindan elde edilen D degerleri ise sirastyla 2.73 ve 2.83 olmustur.
% 80 amplitiidde yapilan sonikasyon g¢alismalarindaki inaktivasyon diizeyi, % 40’ a
oranla daha yliksek olmustur. Hic sonikasyon yapilmamis farkli pH” daki ortamlarda L.
monocytogenes inaktivasyonu icin belirlenen D degerleri, ayn1 pH’ daki % 40 ve 80
siddette sonikasyon uygulanmis ortamlardaki D degerleriyle karsilagtirildiginda

sonikasyonun oldukga giiclii bir inaktivasyon meydana getirdigi gézlenmistir.

Sicakligin ultrasonik dalgalarin bakterisit etkisini olduk¢ca Onemli derecede
etkiledigi sonucuna da varilmistir. Sonikasyon uygulanmadan, pH=7" de, 20 ve 50 °C’
deki D degerleri sirasiyla 212.76 ve 38.31 oldugu halde, % 40 sonikasyon siddeti ile
sonikasyon yapilan ayni ortamdaki D degerleri 6.76 ve 0.63, %80 amplitiiddeki D

degerleri ise 2.80 ve 0.47 olmustur.

4.5. Farkh ortam kosullan ile birlikte uygulanan sonikasyon islemleri arasinda

gozlenen benzerliklerin istatistiksel yorumu

Calismalarda da L. monocytogenes inaktivasyon degerlerinin belirlenmesinde, 1.
derece reaksiyon kinetigi kullanilmistir. pH, sicaklik ve amplitiid gibi degiskenlere
bagli olarak D degerleri arasindaki farkliliklarin 6nemi de Varyans analizi ile
belirlenmistir. Yapilan benzer ¢alismalarda da aymi kinetik ve istatistiksel metodlar

kullanilmistir (Raso, ve ark., 1998; Pagan ve ark, 1999a; Guerrero ve ark., 2001; ).
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5. SONUC

Sonug olarak denenen bazi pH ve sicaklik degerlerinde, 20 kHz frekansta, 49.6
pum ve 99.2 um amplitidde uygulanan ultrasonik dalgalarin L. monocytogenes
inaktivasyonunda sinerjistik bir etki gosterdigi sdylenebilmektedir.

Bu sinerjistik etkilesim, pratikte kullanimi agisindan umut vaad etmektedir.
Deneysel kosullarda kullandigimiz parametreleri tasimast muhtemel benzer gida
maddelerinin kullanildig1 denemelere yansitarak, mikrobiyal inaktivasyon i¢in spesifik
veriler elde edilebilecektir. Ve boylelikle pastdrizasyon vs. gibi 1s1l iglem kullanilarak
muhafaza edilebilen gida maddelerinin raf 6émriiniin arttirilmasinda, L. monocytogenes
gibi patojen mikroorganizmalarin inaktivasyonu ile gida giivenliginin saglanmasinda,
daha diisiik sicaklik kullanilarak besin degeri kayiplarimi en aza indirmek miimkiin

olabilecektir.
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