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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MEYVE VE SEBZE SULARINDA Alicyclobacillus spp.’nin BELIRLENMESI
VE GELISMESININ ENGELLENMESINDE FARKLI YONTEMLERIN
DENENMESI

ismihan Sedef GOKSU

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Hakan KULEASAN

Alicyclobacillus spp. meyve suyu sanayinde dnemli Ol¢lide sorunlara yol agmakta
olan bir bakteridir. Termoasidofilik, gram pozitif ve sporlu olan Alicyclobacillus
tiirlerine ait sporlar standart pastdrizasyon isleminde canli kalabilmektedir. Canli
kalan sporlar ¢imlenerek meyve suyunun tat ve kokusunu bozabilecek guaiacol
(metil katesol), 2,6-dibromofenol, 2,6- diklorofenol gibi bilesikler liretmektedir.

Bu ¢alismada, oncelikle dogadan Alicyclobacillus tiirleri gesitli kaynaklardan izole
edilerek saflastirilmistir. Sonrasinda referans kiiltiirler lizerinde sodyum benzoat gibi
ticari bilesikler, lisozim, ficin enzimleri ve kirmizi pancar suyu gibi dogal yapida
bulunan bilesikler kullanilarak meyve sularinda Alicyclobacillus  spp.’nin
gelismesinin engellenmesine calisilmistir.

Alicyclobacillus tiirlerinin bulunabilecegi toprak, cesitli meyve sular1 ve cesitli
meyve yiizeylerinden drnekler alinmis ve bunlarda Alicyclobacillus tiirleri aranmistir.
Yapilan c¢alismalar sonucunda ¢esitli izolatlar bulunmus ve saflastirilmistir.
Saflastirilan  izolatlara Alicyclobacillus tiirlerine ait ayirt edici  Ozellikleri
belirleyebilen bazi testler yapilmis ve bu izolatlarin Alicyclobacillus tiirlerine ait olup
olmadig belirlenmistir. Sonrasinda yapilan meyve suyu denemeleri referans kiiltiirler
kullanilarak (Alicyclobacillus acidoterrestris ve Alicyclobacillus acidocaldarius)
gerceklestirilmistir. Sivi ortamda gelistirilen bu kiiltiirlere 1s1l islem uygulanmis ve
sporlanmas1 saglanan Kkiiltiirlerden Ornekler alinarak petrilere ekim yapilmistir.
Sonrasinda alinan ornekler, ¢alismada kullanilan depolama sicakligi olan 30 °C’de
inkiibasyona  birakilmistir.  Yapilan gozlemler sonucunda Alicyclobacillus
acidocaldarius tiriinlin depolama sicakliklarinda zayif gelisme gostermesinden
dolay1 calismada yalnizca Alicyclobacillus acidoterrestris tiirii kullanilmistir.

Depolama siiresi sonunda, 6zellikle lisozim enziminin A. acidoterrestris gelisimini
tamamen engelledigi goriilmiistiir. Iki farkli dozda uygulanan ficin enzimi de
bakterinin gelisimini énemli 6l¢iide engellemistir. Kirmiz1 pancar suyu enzim grubu
kadar etki gostermese de, sebze suyunda gelisimin engellenmesinde alternatif olarak
onerilmektedir. Sodyum benzoat’in ise kullanilan dozlarda herhangi bir etkinlige
sahip olmadig1 belirlenmistir.
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Anahtar Kkelimeler: Alicylobacillus spp., sodyum benzoat, lisozim, ficin, kirmizi
pancar suyu.
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF Alicyclobacillus spp. IN FRUIT AND VEGETABLE
JUICE AND USE DIFFERENT METHODS FOR PREVENTION OF THE
DEVELOPMENT

ismihan Sedef GOKSU

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

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Hakan KULEASAN

Alicyclobacillus spp. is a bacterial species which can cause important problems in
fuit juice industry. Alicyclobacillus spp. is the gram positive, termoacidophilic and a
spore forming bacteria which can survive by sporulation during the standard
pasteurization procedure. Alive spores germinations and to produce taint and smell
spoiling compound which are guaiacol (methly catechol), 2,6-dibromophenol, 2,6-
dichlorophenol.

In this study isolation and purification of Alicyclobacilli from various sources was
the primary intention. After that the prevention of reference cultures in fruit juices by
using chemical preservative sodium benzoate, enzymes like lysozyme and ficin, and
a natural product red beet juice was used.

Determination of Alicyclobacilli from natural sources like soil, various kinds of fruit
juice and surface of the several fruits was also studied. As a result of the studies
various isolates were found and purified. After purification step some determinative
tests were applied for the identification of the isolates. After primary trials reference
cultures (Alicyclobacillus acidoterrestris and Alicyclobacillus acidocaldarius) were
tested in fruit juices. In order to implement sporulation, the liquid cultures were heat
treated. Enumerations were done in petri dishes. Afterwards, the samples used in this
study were incubated in storage temperature of 30 °C. Due to poor development of
Alicyclobacillus  acidocaldarius in  storage temperatures Alicyclobacillus
acidoterrestris was used in storage experiments.

At the end of the storage period, particularly lysozyme enzyme completely blocked
the growth of A. acidoterrestris. Two different doses of ficin are significantly
inhibited the growth of bacteria. Red beet juice did not affect like enzymes, vegetable
juice is recommended as an alternative for the prevention of the development.
Sodium benzoate did not have any activity at doses which were used.

Keywords: Alicylobacillus spp., sodium benzoate, lysozyme, ficin, red beet juice.
2012, 52 pages
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1. GIRIS

Meyve sularindaki mikrobiyolojik bozulmalarin biiyilk cogunlugu mayalarin,
kiiflerin, laktik asit bakterilerinin ve sporlu bakterilerin gelismesi sonucu olmaktadir.
Yiiksek asitlige sahip meyve sulari mikrobiyolojik bozulmalara karsi pastorize
edilerek korunabilmektedirler. Pastorizasyon islemi ile Ozellikle 1stya duyarli
vejatatif formdaki mikroorganizmalarin inaktivasyonu saglanabilmekte ancak bakteri
sporlar1 hayatta kalabilmektedirler. Bozulmalara yol agan pek ¢ok bakteri sporu canli
kalmakla birlikte meyve suyunun asidik pH degerlerinde gelisememektedir. Ancak
Bacillus coagulans ve Clostridium pasteurianum gibi bazi sporlu bakteriler 3.8 pH
degerinde gelisebilmekte ve meyve suyunda bozulmalara neden olabilmektedir (Acar

ve Temiz 2000).

Son yillarda gergeklestirilen arastirmalar, termoasidofilik (aside ve sicakliga
dayanikli) karakterdeki baz1 sporlu bakterilerin de meyve sularinda bozulmaya neden
oldugunu gostermistir. Asidik {iriinlerdeki bu yeni bozulma olayi ilk olarak 1984°te
Almanya’da tanimlanmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda bozulmadan sorumlu
mikroorganizmanin Alicyclobacillus acidoterrestris oldugu belirlenmistir (Silva ve
Gibbs, 2001). Sicaklik dayanimi lizerine yapilan ¢alismalarda, normal pastdrizasyon
isleminde bu bakteriye ait sporlarin canli kalabildigi ortaya ¢ikmustir (Vieira vd.
,2002).  Asidofilik karakterlerinden dolayr canli kalabilen bu endosporlar
c¢imlendikleri zaman meyve suyunda tat ve aromayr bozucu bilesikler

iiretebilmektedirler (Gogmen vd., 2005).

Alicyclobacillus cinsi bakterilerin yol agtif1 en dikkat ¢ekici sorun Avrupa’da ¢ok
sicak gecen 1994 ve 1995 yaz aylarinda meyve sularinda meydana gelen cok
sayidaki bozulmalar ve bunlarin yarattig1 ciddi ekonomik kayiplar ile olmustur. Bu
tarihten sonra termoasidofilik 6zellikteki bu bakteriler ile ilgili arastirmalar artmis ve
bu bakteriler bozulmus ve bozulmamis meyve sularindan da izole edilmistir. Son
yillarda bozulma olaylar1 artmis ve buzlu ¢ay gibi farkli iirtinlerde de sorunlara yol

acabildigi goriilmiistiir (Walker ve Phillips, 2005).



Alicyclobacillus cinsine ait tiirler hem meyve {reticileri hem de meyve suyu
endiistrisi  agisindan  biiylik O6nem kazanmig ve pastorizasyon standartlari
ayarlanirken, hedef mikroorganizmanin Alicyclobacillus olmasi gerektigi onerilmistir

(Silva vd., 1999; Vieira vd., 2002).

Meyve suyu iiretim tesislerindeki kalite kontrol birimlerinin kontrol etmesi gereken
en onemli iki husustan bir tanesi iriinlerin mikrobiyolojik giivenligini garantiye
almak, digeri ise {riinlin diger kalite Ozelliklerinin Ol¢lim ve kontroliiniin
yapilmasidir. Meyve suyundaki kaliteyi garanti altina almak genellikle hijyen
kuralarma O6nem vermeyi ve olast bulasilart Onlemeyi gerektirmektedir

(Harichandparsad, 2007).

Meyve sulari, genel gida tiiketimi icerisinde ve 6zellikle de diyet iiriinler arasinda
onemli bir yer tutmaktadir. Giderek artan bigimde rekabet¢i ve dinamik olan meyve
suyu sektorii {ireticilere, miisterilerin giivenlik taleplerini karsilayacak yiiksek
kalitede meyve suyu iretimini zorunlu kilmaktadir. Terim olarak kalite; {iriiniin
misterilerin o {rlin ile ilgili olarak taleplerini karsilayacak biitiin 6zelliklere sahip
olmasidir. Bu 6zellikler genellikle algilanabilen 6zellikler olup goriiniim ve renk
basta olmak lizere bunu aroma, sonrasinda kivam, doku ve koku takip etmektedir

(Harichandparsad, 2007).

Meyve sularinda 1s1l igslem ile birlikte yapay antibakteriyel katki maddelerinin
kullanilmasi, Alicyclobacillus acidoterrestris sporlarinin engellenmesi bakimindan
1990’lardan sonra dikkate alinan bir konu olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Ancak
giiniimiizde, diinya genelinde dogal iiriinlere yonelik egilimden dolay1r yapay
katkilara olan tercih azalmakta, dogal koruma yontemleri ile liretilmis Uriinlere olan
talep artmaktadir. Bundan dolay1r ucucu yaglar, bakteriyosinler ve baz1 diger dogal
diger bilesikler (lisozim vb.) Alicyclobacillus sporlarimin  ¢imlenmesinin
engellenmesinde veya kontrolinde umut verici yontemler olarak goriilmektedir

(Bevilacqua vd., 2008).

Bu calismada, ilk olarak hedeflenilen konu Alicyclobacillus tiirlerinin topraktan
meyveye gectiginin ispatlanmasi ve bolgemiz topraklarinda var olup olmadiginin

tespit edilmesidir. Bu amagla bdlgemizde en ¢ok elma yetistiriciligi yapilan Egirdir
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Bolgesi'nde yer alan meyve bahgeleri topraklarindan Ornekler alinmig ve
Alicyclobacillus  tirleri aranmistir. Sonrasinda ise Alicyclobacillus spor ve
hiicrelerinin sodyum benzoat gibi yaygin ancak yapay bir katki maddesiyle ve
lisozim, ficin ve kirmizi pancar suyu gibi geleneksel olmayan dogal enzim ve
bilesiklerle gelismesinin engellenmesi amaglanmistir. Alicyclobacillus tiirlerinin
bulunabilecegi toprak, cesitli meyve sular1 ve ¢esitli meyve yiizeylerinden 6rnekler
alinmis ve bunlarda Alicyclobacillus tiirleri aranmistir. Yapilan ¢calismalar sonucunda
cesitli izolatlar bulunmus ve saflagtirilmistir. Sivi besi ortamda gelistirilen
Alicyclobacillus acidoterrestris Ornekleri 1s1l isleme tabi tutularak sporlanmasi
saglandiktan sonra ¢alismada kullanilan bilesiklerle (sodyum benzoat, ficin, lisozim,
kirmiz1 pancar suyu) beraber 2 meyve ve 1 adet sebze suyuna ekilmistir. 3 aylik
depolama sonrasinda kullanilan bilesiklerin etkisinin belirlenmesi {izerine
calisilmigtir. Calismada amaclanan; kullanilan dogal bilesiklerin Alicyclobacillus
acidoterrestris sporlari lizerindeki etkilerinin saptanmasi ve meyve suyu endiistrisine
tilkketicilerin daha fazla tercih edebilecekleri dogal bilesiklerin katki olarak

kazandirilmasidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Alicyclobacillus’un Tarihi ve Tiir Simiflandirmasi

Ik olarak bazi aragtiricilar Japonya’daki Tohoku sicak su kaynaklarindan
termoasidofilik yapida olan bazi mikroorganizmalar izole etmislerdir. Yaptiklari
caligmalar sonrasinda izole edilen bu mikroorganizmalarin Bacillus cinsine ait
oldugunu tanimlamislardir. Daha sonra yapilan c¢alismalarda termofilik olduklar
bilinen iki tliirden B. coagulans ve B. stearothermophilus ile karsilastirilmistir.
Karsilagtirma sonucunda izole edilen bu mikroorganizmalar B. coagulans ve B.
stearothermophilus’tan endospor sekillerinin farkli oldugunu ve onlardan daha
asidofilik karakterde olduklari belirlenmistir. Gegici olarak morfolojisine ve kiiltiirel
karakterizasyonuna dayanarak bu mikroorganizmalarin B. coagulans in yeni bir alt

tiiri olduguna karar verilmistir (Smit vd., 2010).

Amerika Yellowstone Milli Parki, Miami Volcano Milli Parki ve Italya Piciarelli
asidik termal su kaynaklarindan ile topragindan alinan Orneklerinden de benzer
Ozelliklere sahip bazi mikroorganizmalar izole edilmistir. Ancak izole edilen bu
mikroorganizmalarin optimum pH degerleri ve DNA dizilerinin daha dnce elde
edilen izolat olan B. coagulans’dan farkli bir tiir olabilecegi ihtimali ortaya
koyulmustur. Sonrasinda yapilan arastirmalarda hiicre zarindaki yag tabakasinda -
siklohekzan yag asitinin ana bilesen oldugu belirlenmis ve bu mikroorganizmalar B.
acidocaldarius adi altinda yeni bir tiir olarak belirlenmistir (Smit vd.,2010;

Harichandparsad, 2007).

Yapilan bir ¢alismada B. acidocaldarius ve farkli ortamlardaki topraklardan izole
edilen bazi termofilik yapida olan mikroorganizmalarin akrabalik derecelerini
arastirilmistir. Bu mikroorganizmalarin B. acidocaldarius ile benzer 6zelliklerine
sahip oldugu bulunmustur ancak tam olarak iligkileri belirlenememistir. Sonrasinda
yapilan calismalara dayanilarak bu mikroorganizmalardan bir tanesinin yeni bir tiir
oldugu bulunmus ve B. acidoterrestris olarak smiflandirilmistir (Smit vd., 2010).
Sonrasinda yapilan bir arastirmada B. acidocaldarius ve B. acidoterrestris’ten farkl
ticiincili bir termofilik Bacillus tanimlanmigtir. Bu mikroorganizmanin digerlerinden

farki hiicre zarinda ®- cycloheptane yag asitine sahip olmasidir. Sonrasinda bu
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mikroorganizma B. cycloheptanicus olarak smiflandirilmistir (Deinhard vd., 1987).
16S ribozomal RNA’ da karsilagtirmali dizi analizi mevcut {i¢ termofilik Bacillus
tiirliniin diger Bacillus tiirlerinden farkli oldugunu gostermistir. Elde edilen bulgulara
dayanarak bu benzersiz bakteriler yeni bir cinsin ortaya ¢ikmasina yol agmistir ve bu

cins Alicyclobacillus olarak adlandirilmistir (Smit vd., 2010).

Giliniimiizde Alicyclobacillus cinsi bakteriler, topraktan, bozulmus meyve sularindan
ve cesitli ekstrem ortamlardan izole edilmis 19 farkli gram pozitif spor olusturan tiirii
icermektedir (Smit vd., 2010). Yapilan bir ¢alisma sonucunda A4. aeris adl1 yeni bir
tir daha eklenmistir (Guo vd., 2009). Bu tiirlerden biri olan A. pomorum hiicre
zarinda o- alicyclic yag asiti igermemektedir. Bundan dolay1 Alicyclobacillus
tiirliinlin genel tanimlamasinda bir karigiklifa yol agmistir ancak yapilan analizler

sonrast bu tiir iginde degerlendirilmistir (Goto vd., 2003).

2.2. Alicyclobacillus’un Genel Ozellikleri

Alicyclobacillus cinsine ait tiirler; termoasidofilik, yuvarlak sekilli, endospor
olusturan bakterilerdir. Alicyclobacillus tiirleri A. sendalensis hari¢ gram pozitiftirler.
Istisnai olarak A. sendalensis gram negatiftir. Bazi tiirlerin olgun Kkiiltiirleri ise
degiskenlik gosterebilmektedir (Smit vd., 2010). Alicyclobacillus tiirlerinin ¢ogu
hareketli olmakla beraber bazi tirler (Alicyclobacillus acidocaldarius subsp.
Rittmannii, Alicyclobacillus hesperidum, Alicyclobacillus  sendaiensis,
Alicyclobacillus  tolerans, Alicyclobacillus  disulfidooxidans, Alicyclobacillus
fastidiosus ve Alicyclobacillus ferrooxydans) hareketsizdir. Biitiin Alicyclobacillus
tiirleri, istisna tiirler hari¢ aerobik yapidadir, 4. pohlia tiirii bazen fakiiltatif anaerobik

olabilmektedir (Imperio vd., 2008).

Gelisme sicaklig1 biitiin tiirlerde istisna tiirler hari¢ 20- 70 °C arasindadir. Yapilan bir
arastirmada g tiirtin (Alicyclobacillus disulfidooxidans, Alicylobacillus tolerans ve
Alicyclobacillus ferrooxydans) 20 °C’nin altinda gelisebildigi saptanmistir (Smit vd.,
2010). Bu tiirlerin optimum gelisme sicakligi ise 35-65 °C arasinda degismektedir
(Imperio vd., 2008).



Alicyclobacillus tiirleri genel olarak asidik ortamda yasayan mikroorganizmalardir.
Gelisme pH araligi 2.0-6.5 arasindadir. Alicyclobacillus disulfidooxidans ve
Alicylobacillus  tolerans turlerinin 1.5 pH degerinin altinda gelisebildigi

belirlenmistir (Smit vd., 2010).

Alicyclobacillus cinsine ait tlirlerde bulunan - alisiklik yag asitleri sadece -
siklohekzan yag asidi ile sinirli degildir, ayn1 zamanda - sikloheptan yag asidi de
bulunmaktadir (Smit vd., 2010). Bugiin bilinen Alicyclobacillus tiirlerinden birgogu
hiicre zarlarinda agirlikli olarak ®- siklohekzan ya§ asidine sahiptir. Bu tiirlerden
farkli olarak 4 tir (Alicyclobacillus cycloheptanicus, Alicyclobacillus herbarius,
Alicyclobacillus kakegawensis ve Alicyclobacillus shizuokensis) ise hiicre zarlarinin
yapisinda - sikloheptan yag asidine sahiptirler. Istisnai olarak, Alicyclobacillus
pomorum, Bacillus tiirlerinin hiicre zarinda bulunan yag asidinin yapisina sahiptir ve
hiicre zarmnin yapisinda o- alisiklik yag asitleri bulunmamaktadir. Buna ragmen
yapilan genetik analizler sonucunda bu tiir Alicyclobacillus cinsi iginde

siiflandirilmistir (Goto vd., 2003).

Biitiin Alicyclobacillus cinsinin hiicre zar1 yapisinda bulunan - alisiklik yag
asitlerinin, bakterinin yasamsal faaliyetleri agisindan fonksiyonu tartismalara neden
olmus ve bu konuda bazi arastirmalar yapilmistir. Bazi arastiricilar elde ettikleri
bulgulara dayanarak; o- alisiklik yag asidinin bu mikroorganizmalarin 1siya karsi
dayanikliligima ve ekstrem ortamlarda yasayabilmelerine olanak saglayan
termoasidofilik yapisina katki sagladiini savunmaktadir (Smit vd., 2010).

Alicyclobacillus sporlarinin 1stya karsi olan direncinin yapisinda bulunan yag asitleri
disinda bazi stabil 1s1ya dayanikli protein ve enzimlerden de kaynaklanabilmektedir.
Yapisinda bulunan dipicolinic asit (DPA) 6zellikle iki degerlikli mineralere sahip
kalsiyum dipicolinate (Ca-DPA) kompleksi sayesinde sporlarin isisal direncinin

arttig1 belirtilmektedir (Steyn vd., 2011).

Ayrica hiicre yasinin, hiicre sayisinin, protoplast dehidrasyonunun ve sporlanma

sicakliginin da 1s1 direncini etkileyebilecegi belirtilmektedir (Steyn vd., 2011).



2.3. Alicyclobacillus Tiirleri ve Ozellikleri

Bugiine kadar termal su kaynaklari, asidik sular, ¢esitli topraklar ve bozulmus veya
bozulmamis meyve sularindan izole edilip tanimlanan Alicyclobacillus cinsine ait 21
tiirlin baz1 kiltiirel, biyokimyasal, morfolojik ve koloni 6zellikleri ¢izelge 2.1.’de

verilmistir.



Cizelge 2.1. Alicyclobacillus tiirleri ve baz1 6zellikleri

Alicyclobacillus 1zole Optimum pH | Optimum Oksijen Gram tiirii | Hiicre Koloni sekli Koloni Kaynaklar
tiirleri edildigi degeri gelisme istegi sekli rengi
kaynak sicakligr °C
Alicyclobacillus Asidik Krem Matsubara
) 3.0 50 Aerobik + Yuvarlak | Yuvarlak,diizgiin )
acidophilus icecekler rengi, opak | vd., 2002
Dairesel yasst )
Wisotzkey
veya
Alicyclobacillus Asidik ) ) Renksiz, vd., 1992;
3.5-4.0 53-65 Aerobik +, degisken | Yuvarlak | tiimsek,diizgiin
acidocaldarius termal sular krem sar1 Smit vd.,
diizensiz kenar
2010
bosluklu
Wisotzkey
Krem,
Alicyclobacillus Toprak, ) ) vd., 1992;
4.5-5.0 36-53 Aerobik +, degisken | Yuvarlak | Yuvarlak sarimst
acidoterrestris elma suyu Smit vd.,
beyaz, opak
2010
Alicyclobacillus Fuji  sehri Renksiz, Goto vd.,
4.0-4.5 50-55 Aerobik +, degisken | Yuvarlak | Dairesel
contaminans ekin alan opak 2007
Wisotzkey
Alicyclobacillus
Yuvarlak, kiigiik, | Krem vd., 1992;
cycloheptanicus Toprak 3.54.5 48 Aerobik + Yuvarlak i
diizgiin beyaz, opak | Smit vd.,

2010




Cizelge 2.1. Alicyclobacillus tiirleri ve baz1 6zellikleri (Devam)

Alicyclobacillus Izole  edildigi | Optimum Optimum Oksijen Gram tiirii Hiicre sekli | Koloni sekli | Koloni Kaynaklar
tiirleri kaynak pH degeri gelisme istegi rengi
sicakligr °C
Alicyclobacillus Atik su gamuru | 1.5-2.5 35 Aerobik +, degisken Yuvarlak - - Karavaiko
disulffidooxidans vd., 2005
Alicyclobacillus Elma suyu 4.0-4.5 40-45 Aerobik +, degisken Yuvarlak Dairesel, Renksiz, Goto vd.,
fastidiosus yasi opak 2007
Alicyclobacillus Solfatarik 3.0 28 Aerobik + Yuvarlak/ | Kiigliik Renksiz Jiang vd.,
ferrooxydans yopraklar Kok nokta 2008
halinde
dairesel

Alicyclobacillus Bitki ¢ay1 4.5-5.0 55-60 Aerobik + Yuvarlak Dairesel Renksiz Goto vd.,
herbarius 2002
Alicyclobacillus Sao Miguel | 3.5-4.0 50-53 Aerobik + Yuvarlak - Renksiz Albuquerque
hesperidum solfatarik vd., 2000

topraklari,

Azorlar
Alicyclobacillus Kakagawa sehri | 4.0-4.5 50-55 Aerobik +, degisken Yuvarlak Dairesel, Renksiz, Goto vd.,
kakegawensis ekin alant tam, yassi opak 2007

topraklari




Cizelge 2.1. Alicyclobacillus tiirleri ve baz1 6zellikleri (Devam)

Alicyclobacillus izole edildigi | Optimum pH | Optimum Oksijen Gram tiirii Hiicre sekli | Koloni sekli | Koloni rengi | Kaynaklar
tiirleri kaynak degeri gelisme istegi
sicaklhigi °C

Alicyclobacillu Fujieda sehri | 4.0-4.5 50-55 Aerobik +, degisken | Yuvarlak Dairesel, Renksiz, Goto vd.,
macrosporangiidus ekin alani tam, timsek | opak 2007

topraklari
Alicyclobacillus Melbourne 5.5 55 Aerobik, + Yuvarlak Tam, Krem rekli Imperio vd.,
pohliae daglarindaki fakiiltatif tliimsek 2008

jeotermal anaerob

topraklar,

Antartika
Alicyclobacillus Karigik 4.0-4.5 45-50 Aerobik +, degisken | Yuvarlak Dairesel Renksiz Goto vd.,
pomorum meyve suyu 2003
Alicyclobacillus Likit seker 4.0-4.5 45-50 Aerobik +, degisken | Yuvarlak Dairesel tam | Renksiz, Goto vd.,
sacchari opak 2007
Alicyclobacillus Japonya 55 55 Aerobik - Yuvarlak Dairesel, Beyaz  ve | Tsuruoka vd.,
sendaiensis topraklari tiimsek yart saydam | 2003; Li vd.,

2012;  Smit
vd., 2010

Alicyclobacillus Bakir madeni | 3.5 30 Aerobik +, degisken | Yuvarlak Dairesel, Kremsi Guo vd 2009
aeris (Cin) tiimsek beyaz

10




Cizelge 2.1. Alicyclobacillus tiirleri ve baz1 6zellikleri (Devam)

Alicyclobacillus izole edildigi | Optimum pH | Optimum Oksijen Gram tiirii Hiicre sekli | Koloni sekli | Koloni rengi | Kaynaklar
tiirleri kaynak degeri gelisme istegi
sicaklhigi °C
Alicyclobacillus Shizuoka 4.0-4.5 45-50 Aerobik +, degisken | Yuvarlak Dairesel, Renksiz, Goto vd.,
shizuokensis sehri ekin tam, timsek | opak 2007
alant
topraklari
Alicyclobacillus Oksitlenmis | 2.5-2.7 37-42 Aerobik + Yuvarlak Karavaiko
tolerans kursun-¢inko vd., 2005
cevheri
Alicyclobacillus Jeotermal 4.0 55 Aerobik + Yuvarlak Tiimsek Yart saydam | Simbahan
vulcanalis havuz, Coso ile beyaz | vd., 2004
sicak su arasi
kaynaklart,
Kaliforniya
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2.3.1. Meyve ve sebze sularinin bozulmasinda rol oynayan bashca tiirler

2.3.1.1. Alicyclobacillus acidoterrestris

Alicyclobacillus acidoterrestris, meyve sularinda yaygin olarak bulunmasi ve
bulundugu gidalarda yiiksek oranda bozucu potansiyele sahip olmasindan dolay1 gida
mikrobiyolojisinde 6nemli bir yere sahiptir (Walker ve Philips, 2005). Bugiine kadar
meydana gelen meyve suyu bozulma olaylarindan c¢ogunlukla Alicyclobacillus
acidoterrestris sorumlu tutulmustur. Cesitli topraklardan ve elma suyundan izole
edilen yuvarlak sekilli, gram pozitif ve aerobik bir bakteridir. Vejetatif hiicrelerinin
uzunlugu 2.9-4.5 pm, genisligi ise 0.6-0.8 pm arasinda degismektedir. Sporlar
terminal veya subterminal olarak yerlesim gostermekle beraber gelisimleri genellikle
hizli olmaktadir, 24 saatte sivi, kati1 besin otamlarinda ve meyve suyu ortaminda
gelisme gosterebilmektedir (Harichandparsad, 2007). Gelisme sicaklik araligi 20-60
°C olup optimum gelisme sicakligi ise 42-53 °C arasindadir. 4. acidoterrestris 2.5-
6.0 pH degerleri arasinda gelisebilmektedir ve optimum gelisim gosterdigi pH degeri
3.5-5.0 arasindadir. Bu bakteri tiiriiniin hiicre zarinin 6zel yapisinin, yiiksek sicakliga
dayanimina katki sagladigi gibi diisik pH degerlerinde de gelismesine olanak
sagladig1 belirtilmektedir (Jensen, 1999). Yapilan calismalar A. acidoterrestris
sporlarinin 86-96 °C* de 2 dakikalik pastorizasyon isleminde canli kalabildiklerini
gostermistir (Harichandparsad, 2007; Steyn vd., 2011).

Toprak kokenli bir mikroorganizma olan A. acidoterrestris’ in meyve suyuna bulasi
kaynaklar1 konusunda bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Yapilan bir calismada hasat edilip
iiretim tesisine gelene kadar toprak lizerinde bekleyen ve bu temas sonrasinda
kontamine olan meyvelerin, liretim agamasinda yetersiz yikanmasindan kaynaklanan
bulagilar tespit edilmistir. Mikroorganizmalarin meyvede olusan yarik, c¢atlak ve
yiizeydeki kesiklere yapistigt ve bu kontaminasyonun yikama ile ortadan
kaldirilmasinin ¢ok zor oldugu belirtilmektedir (Harichandparsad, 2007). Bunun
genellikle meyveler lizerinde bulunan dogal kiitin tabakasindan kaynaklandigi
belirlenmistir. Kiitin tabakast meyve ylizeyini hidrofobik hale getirmekte, yarik ve
catlaklardaki vejetatif hiicre ve sporlara koruma saglamaktadir. Yapilan diger bir
calismada, A4. acidoterrestris meyve suyu iiretiminde kullanilan sudan da izole

edildigi belirtilmistir. Kontaminasyon kaynagi her zaman toprak, meyve yiizeyi,
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iretim suyu veya yikama suyu olmayabilir, istisnai olarak yeralti suyunda meydana

gelen bulasilar da olabilmektedir (Harichandporsad, 2007).

A. acidoterrestris’in meyve sularinda yol actifi bozulmalar meyve suyunda olusan
kotii tat ve koku olarak kendisini gostermektedir. A. acidoterrestris sporlariin
cimlenerek gelismesi 5 giin kadar siirmekle beraber bu siire meyve suyunda aroma
bozuklugunun ortaya c¢ikmasi icin yeterli olmaktadir. Organizmanin gelismesi
sirasinda gaz {iretmemesi ve buna bagl olarak ambalajlarda bombaj olusturmamasi
nedenleriyle meyve sularinda gozle goriiniir bozulmalarin tespit edilmesi zordur

(Karagozlii, 2004).

Depolanan meyve sularinda A. acidoterrestris’in neden oldugu bozulmalarin
belirlenmesinde; depolama sicaklik etkilerinin, meyve suyu ambalajlarinda kalan
tepe boslugunun ve ¢alkalamanin etkisinin bozulma tizerindeki etkileri arastirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore 35°C’de depolanan meyve sularinda tepe boslugunun A.
acidoterrestris 'in vejatatif hiicrelerinin ve sporlarinin gelismesinde dnemli bir etkiye

sahip oldugu bulunmustur (Walker ve Phillips, 2005).

Pettipher vd. (1997) yaptiklar1 calismada 44 °C’de 24 saat siiresince depolanan
portakal suyunda 10° koloni/ml diizeyinde A. acidoterrestris sporlarmi tespit etmis;
ayrica elma ve portakal suyundaki 10°-10° koloni/ml sayisiin duyusal olarak
bozukluga neden olacak miktarda (ppb) guaiacol iiretimi i¢in yeterli oldugunu

bildirmislerdir.

Alicyclobacillus acidoterrestris’in lrettigi bozulmadan sorumlu ugucu bilesiklerin
saptanmas1 amaciyla portakal suyunda yapilan bir ¢alismada gaz kromotografisi
kullanilarak kontamine olmus ve olmamis Ornekler kullanilarak bozulmay1 erken
tespit etmek amaclanmistir. Caligmanin sonucunda kullanilan 6rneklerdeki hem

guaiacol hem de 2,6-dibomophenol olusumu saptanabilmistir (Bianchi vd., 2010).
Yapilan arastirmalar Bacillus cinsi bakterilere ait sporlarin diisiik pH’larda 1s1ya karst

oldukca duyarli olmalarina karsin A. acidoterrestris sporlarinin 1siya kars1 direncinin,

pH’dan kismen bagimsiz oldugunu gostermistir. Cesitli meyve sularinda A.

13



acidoterrestris sporlarinin D degerlerinin 90°C’de 16-23 dakika, 95°C’de ise 2.4-2.8
dakika olarak belirlenmistir (Smit vd., 2010).

Meyve suyu model sistemlerinde yapilan bazi arastirmalarda ise 1siya karsi
gosterdigi direncle ilgili olarak daha oOnce yapilan calismalarda ortaya c¢ikan
sonuclardan farkli sonuglar elde edilmistir. Bu arastirmacilar bakterinin 1siya karsi
direncinin ¢ok daha fazla oldugunu belirtmisler ve yaklasik 88-91°C sicakliklarda
pH’nin 1s1l direnci oldukga etkiledigini bildirmislerdir. pH degerindeki yaklasik
yarim derecelik artis ayni sicakliklardaki D degerlerinin ikiye katlanmasina neden
olmustur (Pontius vd., 1998). pH’st 3.0 ve 4.0’e ayarlanmis greyfurt sularinda
yapilan denemelerde de pH degerinin azalmasiyla 4. acidoterrestris sporlarinin 1stya

kars1 daha duyarli oldugu gézlenmistir (Komitopoulou vd., 1999).

Farkli sicaklik degerlerinin A. acidoterrestris’in 1sisal direnci ilizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla yapilan baska bir ¢calismada; D- degerinin sicaklik degisiminden
etkilendigi ancak pH ve katt madde oraninin A. acidoterrestris’in 1s1 dayanimi
tizerinde bir etkisinin olmadigi belirlenmistir (Ceviz vd., 2009). Alicyclobacillus
acidoterrestris sporlarinin termal inaktivasyon parametreleri lizerine yapilan bir
calismada; askorbik asit ilave edilmis ve edilmemis elma sular1 ve elma farkli pH
degerlerinde D ve Z degerleri belirlenmistir. Sicakligin D-degerleri arasinda en
onemli faktor oldugu ve pH degerinden ii¢ kat daha etkili oldugu bulunmustur. Sonug
olarak askorbik asit varliginin A. acidoterrestris sporlarinin sicaklik direnci tizerinde

Onemli bir etkisinin olmadig1 bulunmustur (Bahgeci ve Acar, 2007).

Yapilan bir c¢alismada portakal suyunda nisin enziminin Alicyclobacillus
acidoterrestris CRA 7152 iizerindeki termal inhibisyon etkisine bakilmstir. 0, 50, 75
ve 100 IU nisin/ ml meyve suyu konsantrasyonlarinda ve 92, 95, 98, 102 sicaklik
derecelerinde calisilmistir. Sonuglara goére nisin enziminin Alicyclobacillus
acidoterrestris CRA 7152’nin termal muamelesinde dayanikliligin azaltilmasinda

alternatif olarak gdsterilmektedir (Pena vd., 2010).

Ticari pastorize elma suyunda Alicyclobacillus acidoterrestris sporlarinin seviyesini

diisiirmek amaciyla yliksek basing ve sicaklik kombinasyonunun kullanildigir bir
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calismada elma suyundaki spor siispansiyonu makul yiliksek basing ve yiiksek

sicaklikta (45, 71 veya 90 °C) basariyla yok edilmistir (Lee vd., 2002).

Is1 direncinin engellenmesi iizerine yapilan caligmalar disinda farkli yontemler ve
farkli katkilar kullanilarak A. acidoterrestris’in  vejatatif hiicreleri  veya
endosporlarmi engellenmeye calisilmistir.  Ornegin; ornegin pek cok bakteri
tarafindan iiretilen bakteriyosinler kullanilmistir. Lactococcus lactis spp. tarafindan
iiretilen nisin gram pozitif bakteriler lizerinde oldukga etkili oldugu bulunmustur.
Nisinin 4. acidoterrstris tlizerindeki etkisinin tiire, meyve suyu cesidine ve pH
degerlerine bagli oldugu belirtilmektedir. Ayrica nisinin A. acidoterrestris’in
vejatatif hiicrelerinde sporlara nazaran daha etkili oldugu bulunmustur (Walker ve

Phillips, 2008).

Alicyclobacillus acidoterrestris gelismesinin kontroliinde 6jenol ve cinnemaldehit
kombinasyonu ile yapilan bir c¢alismada bu iki bilesigin bakterinin gelisiminin
engellenmesinde etkili oldugu bulunmustur. Calismalardan elde edilen sonuglara
dayanilarak cinnemaldehitin en etkili mikrobiyal oldugu diger yandan §janoliin
giiclendirici element olarak hareket etmekte oldugu bulunmustur. Calismada elde
edilen verilere gore bu dozlarda bilesiklerin beraber kullaniminin spor ¢imlenmesinin

engellenmesinde etkili oldugu belirtilmistir (Bevilacqua vd., 2010).

Alicyclobacillus acidoterrestris’in inaktivasyonu iizerine elma suyunda ultrasonik
dalgalar kullanilarak yapilan bir ¢aligmada hiicrelerin inaktivasyonun uygulanan gii¢
seviyesi ve siiresinin etkili oldugu bulunmustur (Yuan vd., 2009). Seker
bilesimindeki degisiklikler; asitlik, bulaniklik ve meyve suyundaki esmerlesme
ultrasonik muameleden sonra kaydedilmistir ve meyve suyu kalitesinde olumsuz bir

degisim goriilmemistir.

Gobbi vd. (2010) tarafindan yapilan bir calismada, A. acidocaldarius ve A.
acidoterrestris ile inokule edilmis seftali, portakal ve elma sularinda Metal Oksit
Yan iletken (Metal Oxide Semiconductor) sensor donanimli bir elektronik burun
uygulamast yapmislardir. Genel olarak sistem tiim test meyve sularindaki
Alicyclobacillus spp.’nin inokulasyonundan 24 saat sonra tespitini basarabilmistir.

Elektronik burun bakteriyel konsantrasyon 10 koloni/ml seviyesine ulastiginda tespit
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edilebilmektedir ve Alicyclobacillus tiirlerinde bagimsiz olarak kontaminasyonu
simiflandirabilmektedir. Gaz  kromotografisi-kiitle  spektrometresi,  portakal
sularindaki ugucu profilin karakterizasyonunda kontamine olmus ve olmamis

orneklerde nicelik olarak farklilik belirlenebilmistir.

Elma sularinda yapilan bir bagka calismada siiperkritik karbondioksit (sicaklik: 65,70
°C, basing; 80, 100, 120 bar, zaman: 10-40dk) kullanilarak Alicyclobacillus
acidoterrestris sporlarinin inaktive olup olmadigina bakilmistir. Sonuglara gore; SC-
CO; (stiper kiritik karbondioksit) elma suyundaki 4. acidoterrestris sporlarmi etkili
bir sekilde oOldiirmiis ve meyve suyunun kalitesinde bir degisiklik meydana

gelmemistir (Bae vd., 2009).

A. Acidoterrestris sporlariin engellenmesi lizerine yapilan baska bir ¢caligmada ticari
sopanin ve Sapindus saponaria meyvelerinden ekstakt olarak elde edilmis sopanin
1s1] iglemle beraber bakterinin inaktivasyonunda kullanilmistir. Sonug¢ olarak S.
Saponaria ekstratinin A. acidoterrestris’in meyve suyundaki gelisiminin kontroliinde

alternatif bir yol olabilecegi bulunmustur (Alberice vd., 2012).

Yiiksek basin¢ uygulamasi ticari meyve suyu lretiminde aroma, tat ve biyoaktif
bilesenleri koruyarak raf dmriinli uzatmada kullanilan 1s1sal isleme alternatif yeni bir
teknoloji olarak goriilmektedir. Bu konu iizerine yapilan bir ¢alismada; yiiksek
basin¢ uygulamasinin, normalde uygulanan yiiksek sicaklik degerleri olmadan diisiik
sicakliklarda A. acidoterrestris sporlarinin inaktivasyonunu saglamakta oldugu ve
ayrica ylksek basing uygulamasi yapilan meyve sularinin kalitesinin ve tazeliginin

korundugu bulunmustur (Silva vd., 2012).

2.3.1.2. Alicyclobacillus acidocaldarius

Mutlak aerobik olan Alicyclobacillus acidocaldarius gram pozitif veya gram
degisken bir bakteri olarak tanimlanmaktadir. Gelisme sicakligi 45-71 °C arasinda
olup optimum gelisme sicakligi ise 53-65 °C degerleri arasindadir. Optimum gelisme
pH’s1 3.5-4.0 arasinda olup 2.0-6.0 araliginda da gelisebilmektedir. Yuvarlak sekilli

olmakla beraber hiicre uzunlugu 1.5-3.0 pm genisligi ise 0.5-0.8 pum degerleri

16



arasinda degismektedir. Hareketlidir ve endosporlar1 terminal ile subterminal olarak
yerlesmektedir (Smit vd., 2010).

Tanimlanmasinda hiicre zarinda bulunan w- alisiklik yag asitlerinin bulunmasi ve
karbon kaynagi olarak nisastayr kullanabilmesi ayirt edici 0Ozelliklerindendir
(Scheftel vd., 2004). Alicyclobacillus acidocaldarius un birgok seker tiiriinii karbon
enerji kaynagi olarak kullanabildigi kanitlanmistir. Bu seker kaynaklari; L-arabinoz,
riboz, D-ksiloz, D-galaktoz, D-glukoz, D-fruktoz, D-mannoz, mannitol, melibiyoz,
selobiyoz, laktoz, maltoz, siikroz, trehaloz, tagatose ve polisakkarit olarak seliiloz,

nisasta, glikojen ve ksilan olarak belirtilmektedir (Lauro vd., 2006).

UHT mango suyu tizerinde 4. acidocaldarius aranmasi iizerine PCR ve dizi analiz
yontemleri kullanilarak yapilan bir mango suyundan A. acidocaldarius izole edilmis
ve tanimlanmustir. 4. acidocaldarius gelisiminin engellenmesi amaciyla uygulanan
disik pH, pastorizasyon ve aseptik sartlarda depolama kosullarina ragmen A.
acidocaldarius’un mango suyundaki gelisimini engellemede yeterli olmamistir

(Gouws vd., 2005).

Elma ve portakal suyu kullanilan ¢alismada Enterococcus faecalis A-48-32 susundan
elde edilen enterosin AS-48 ile ilgili yapilan bir ¢aligmada, enterosin Alicyclobacillus
acidocaldarius ve Alicyclobacillus acidoterrestris iizerinde test edilmistir. A.
acidocaldarius’un vejetatif hiicreleri inaktive edilebilmistir. Gozlenen meyve
sularinda 14 gilin boyunca gelisme olmamistir. Sonrasinda meyve sularina enterosin
ve vejatatif hiicreler veya endosporlar eklenerek 90 giin inkiibe edilmistir. Inokiile
edilerek inkiibasyona birakilmis elma, seftali ve {liziim sularinda ve 60 giin koruma
saglanmistir. Bakteriyosin eklendikten 15 dk sonra meyve sularinda hicbir hiicre
tespit edilememistir. Endosporlar ise enterosin ilavesinden ¢ok kisa bir siire sonra (1
dk) inaktive olmuglardir. Elektron mikroskobu ile yapilan incelemede enterosin
ilavesinden sonra hiicrelerde hasar, endosporlarin yapisinda ise lizise bagh

diizensizlik goriilmiistiir (Grande vd., 2005).

2.4. Alicyclobacillus’un Bulas1 Kaynaklar: ve Patojenitesi

Alicyclobacillus tiirlerinin baslica izole edildigi yerlerden biri topraktir ve asidik

tiriinlerdeki kontaminasyonun en 6nemli kaynaginin toprak oldugu diisiiniilmektedir
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(Imperio vd., 2008). Meyve yere distiigiinde toprak meyveye yapismakta ve
calisanlar tarafinda iiretim tesisine tasinabilmektedir.

Groenwald vd. ( 2008 ) Giliney Amerika’daki elma ve seftali bahgesi topraklarindan
A. acidoterrestris ve A. acidocaldarius izole etmislerdir. Parish ve Goodrich (2005)
portakal suyundaki Alicyclobacillus olusumunu goézlemlemek ic¢in iki turunggil
isleme tesisi olan bir ¢evrede inceleme yapmuslardir ve Alicyclobacillus yaygin
bulunmasina ragmen kontamine olmus portakal Orneklerinin % 30’unun yerden

alinarak tesise getirilen portakallardan olmadig1 belirlenmistir.

Suyun da kontaminasyonun o©nemli kaynaklarindan oldugu tanimlanmistir.
Alicyclobacillus’un yikanmis veya yikanmamis meyvenin ylizeyinde bulunabilecegi
ve yogusma sirasinda meyve konsantresinde bulunabilecegi belirtilmistir. Bir
calismada elma suyu konsantre iiretim tesisinde Alicyclobacillus tirlerini; yikama
suyundan, destile sudan, elma suyundan ve elma konsantresinden izole etmislerdir

(Smit vd., 2010).

Alicyclobacillus tiirleri bozulmaya sebep olan mikroorganizmalar grubuna girince
patojeniteye olan ilgi de artmistir. Bunun i¢in de A. acidoterrestris ve A.
acidocaldarius’ un birka¢ tiiriiniin patojenitesini saptamak i¢in bir ¢alisma
yapilmustir. Farelere intraperitanel olarak Orange Serum Broth (OSB)’da gelistirilmis
hiicre karisimi enjekte edilmis ve bir hafta hastalik belirtileri gozlenlenmistir. Guinea
domuzlart 5x10° cfu ml” A. acidoterrestris elma suyu ile beslenerek bir hafta
gbzlenmistir. Bu siire sonunda ne farelerde ne de domuzlarda hicbir semptom,
hastalik veya O6lim gozlenmemis ve test edilen seviyelerde Alicyclobacillus’ un
patojenik olmadigina karar verilmistir. Alicyclobacillus’ un meyve suyu iretim
endiistrisinde ekonomik tehdit dogurmasina ragmen insan sagligini veya giivenligini

tehdit olusturmamaktadir (Smit vd., 2010).

Bozulma olaylar1 ilkbaharda veya yazin meydana gelmekle birlikte bozulma
genellikle tat veya kokuda olusmakta ve bazi {riinlerde renksizlesme ve
bulaniklasma meydana gelmektedir. Alicyclobacillus’ un sebep oldugu tat ve koku
bozuklugu genellikle guaiacol adli ilaca benzeyen, dezenfektan benzeri, antiseptik,

fenolik bir kimyasal olarak tanimlanmistir. Guaiacol bozulmaya sebep olan baslica
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bilesik gibi goriinse de, halofenol olan 2,6- dichlorophenol ve 2,6-dibromophenol’ de

bozulmalardan sorumlu goriilmektedir (Smit vd., 2010).

Bozulma olaylarinda dominant etkiye sahip olan guaiacol, kokuda meydana gelen
bozulmada 6nemli bir etkiye sahiptir. Meyve suyunda is kokusuna benzer bir koku
olusturmaktadir. Is kokulu/fenolik yapisindan dolayr bazi gidalarda katki maddesi
olarak da kullanimma rastlanmaktadir. Ornegin; dondurmalarda, baz1 kdzlenmis
gidalarda, baz1 yogurt cesitlerinde ve bazi saraplarda katki maddesi olarak guaiacol
kullanilmaktadir. Ancak meyve sularinda ve siit iirlinlerinde guaiacol varligs,
mikrobiyal metabolizma iiriinii olarak bulundugundan bozulma bilesigi olarak
adlandirilmaktadir. Guaiacol vanilik asitin nonoksitatif dekarboksilasyonu ile

olusmaktadir (Merle ve Montville, 2012).

OH OH OH
OCH; Br Br of o

guaicol 2,6-dibromophenol 2,6- dichlorophenol

Sekil 2.1. Guaicol, 2,6-dibromophenol ve 2,6- dichlorophenol bilesiklerinin kimyasal
yapist

2.5. Calismada Kullanilan Koruyucu Katki Maddeleri ve Enzimler
2.5.1. Lisozim

Bakteri hiicre duvarinda yer alan mureini par¢alayan enzime lisozim enzimleri adi
verilmektedir. Ticari lisozim tavuk yumurtasinin beyazindan elde edilmektedir. Bu
enzime bazi kaynaklarda N-asetil muromidaz, mukopeptid glukohidraz adlar1 da
verilmektedir. Gram (+) bakterilerde hiicre duvarinda peptidoglikanlar Gram(-)
bakterilere gore daha fazla agik oldugu icin daha kolay baglanmaktadir. Bu nedenle
Gram (+) bakterilerde daha c¢ok etkili olmaktadir. Clostridium, Bacillus ve
Monococcus tirlerinde ve Listeria monocytogenese de etkili olmaktadir. Yapilan

deneylerde lisozim enzimi biyokoruyucu olarak kullanildiginda 1siya direngli
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Bacillus sporlarinin 1s1l direnglerinde azalma oldugu gézlenmistir. Yumurtanin dogal
bir bileseni oldugu icin toksikolojik agidan bir tehlikesi yoktur (Anonim, 2012).
Lisozim 4.0-7.0 pH deger araliginda aktivite gostermektedir (Chung ve Robert,
2000).

Lisozim enziminin A.acidoterrestris ve sporlar iizerindeki etkilerinin belirlenmesi
amaciyla yapilan bir ¢alismada, 0.25-2.0 g/l diizeyinde kullanilan lisozim enziminin
vejetatif hiicrelerin inhibisyonunda lisozimin etkili oldugu ve ayrica sporlarinin
lisozime vejetatif hiicrelerden daha hassas oldugu belirlenmistir. Ayni calismada
ortam kosullarinin da lisozimin biyoaktivitesi lizerinde etkili oldugu belirlenmistir.
Calisma sonucunda lisozimin Alicyclobacillus gelisimini 6nlemede kullanilabilecek

bir bilesik oldugu belirtilmistir (Bevilacqua vd., 2008).

A. acidoterrestris hiicrelerine karsi lisozimin inhibitor etkisi, hiicre duvarindaki
peptidoglukan  yapida bulunan N-asetilglukozamin ve  N-acetylmuramic asit
arasindaki B1-4 baglarinda gerceklestirdigi  hidroliz ile agiklanabilmektedir
(Bevilacqua vd., 2008).

Yapilan bir bagka calismada lisozimin bakteriler iizerindeki etkisinin iki sekilde
olabilecegini savunulmaktadir. Birinci etki sekli, bakterinin hiicre duvarini olusturan
baglarin kopartilmasi ve bakteri biitiinliigiiniin bozulmasidir. Savunulan ikinci etki
ise lisozimin hiicre duvan yiizeyindeki bazi olasi molekiillere baglanarak hiicrelerin
biitlinliiglini  bozmaksizin inhibe ettigi seklindedir. Bu hipotez farkli bir
aragtirmacinin yaptigi arastirmalar sonucunda da desteklenmektedir. Lisozimin anti
bakteriyel etkisinin enzimin hiicre duvari bilesenleriyle etkilesimine de bagl oldugu

savunulmaktadir. (Bevilacqua vd., 2008).

2.5.2. Ficin

Ficin, 1800 farkl tiirii iginde barindiran Moraceae bitki ailesine ait incir (Ficus) cinsi
agacinin Oziitlinden elde edilen endoproteolitik aktivite gOsteren bir enzim olarak
tanimlanmaktadir. Farkli incir tlirlerinden elde edilen ficin enzimlerinin farkh
karakteristik 6zellikler gosterdigi belirlenmistir. En kapsamli olarak c¢alisilan ficinler,

Ficus glabrata ve Ficus carica tiirlerinden elde edilenlerdir (Devaraj vd., 2008).
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Ficin, ilk olarak 1938 yilinda izole edilmistir. Siilfihidril yapis1 igeren enzimler grubu
olarak bilinen enzimlerden olmasina karsin stabilitesi bu grubun diger liyelerinden
daha kuvvetli bir enzim olarak tanimlanmistir. Enzimatik aktivitesinde esansiyel rol
oynayan sistein icermektedir (Englund vd., 1968).

Ficin, ilaclarda ve gesitli endiistrilerde 6zel bir 6nem tasimaktadir. Clinkii genis bir
sicaklik ve pH deger araligi (4.0-7.0) boyunca aktivite gosterebilmektedir (Huang
vd., 2008).

Ficin, karboksimetiseliiloz dolgu maddesi igeren kromotografik kolonlarda farkli tuz
konstantrasyonu ile fraksiyone edilerek izole edilmistir. Izolasyon sonrasinda birkag

aktif bilesik bulunmus ancak bunlardan sadece bir tanesi simiflandirilabilmistir

(Englund vd., 1968).

2.5.3. Kirmiz1 pancar suyu

Kirmiz1 pancar (Beta vulgaris var. cruenta ), toz veya sivi olarak kullanilan bir renk
hammaddesidir. Kirmiz1 pancar rengi aslinda karamel, melanin, melanoidin igeren
bilesiklerin karistmindan meydana gelmis olup, seker kristaleri yiizeyinde
dagilmistir. Kirmizi-menekse rengi ise daha ¢ok betaninden kaynaklanmaktadir. Bu
bilesik, endiistriyel pigment olarak kullanilmaktadir. Bircok gidada pancar ekstrati
olarak kullanim, renk giicii ve saflik acisindan toz forma tercih edilmektedir. Betanin
pH, 151k ve sicakliga hassastir ve 3-7 pH araliginda rengin stabil oldugu belirtilmistir.
Pancar ekstrati, % 0.3-1.0 betanin tagiyabilmektedir ve genellikle antioksidanla
korunmaktadir. Yaygin kullanim miktar;; %0.2-1.0 olup, yogurt, dondurma,
sekerleme, puding, tatli vb. {irtinlerde kullanilmaktadir. Stv1 veya toz ticari tirlinlerde
renklendirme giiciiniin farkli olabilecegi belirtilmektedir. Kirmiz1 pancar ekstratinin

sogukta veya dondurularak depolanmasi gerekmektedir (Ozcan ve Akgiil, 1995).

2.5.4. Sodyum benzoat

Gida koruyucusu olarak kullanilan sodyum benzoat, benzenkarboksilik asit sodyum
tuzu ve Fenilkarboksilik asit sodyum tuzu olarak da adlandirilmaktadir. Molekiil

agirhig 144,11 g/mol olup, kimyasal formulii C;HsNaO, seklindedir. Sodyum
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benzoat E211 kodu ile gida katki kimyasallar1 arasinda yer almaktadir. Beyaz renkli,
hemen hemen kokusuz, kristal toz ya da graniiller seklindedir. Antimikrobiyel
koruyucu olarak kullanilmaktadir. Suda kolay ¢oziinmekle birlikte etanolde ise eser

miktarda ¢oziinmektedir (FAO, 2012).

Na-benzoat’in diisiik pH’larda daha yiiksek aktivite gostermesinden dolay: asidik pH
ortamlarinda yasayan A. acidoterrestris’e karst koruyucu olarak kullanimi
Onerilmistir. Ancak sodyum benzoatin inhibitér etkisi doza bagli oldugundan
kullanim smirlart igerisinde spor canliligmi etkilemedigi goriilmiistiir (Bevilacqua
vd., 2008).

Sodyum benzoat diisiik diizeyde kontamine olmus meyve sularinda Alicyclobacillus
tiirlerinin gelisimini engellemede basarili olmustur. Ancak bakteri yogunlugu fazla

oldugu zaman etkisinin olmadig1 belirlenmistir (Walker ve Phillips, 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. izolasyon Kaynaklar1

Calismanin ilk asamasi olan Alicyclobacillus tirlerinin dogadan izole edilmesi
amaciyla cesitli materyallerden drnekler alinmustir. Oncelikli olarak meyve sularinda
bozulma yaptig1 i¢in piyasadan satin alinan elma, portakal ve domates sularindan
izolasyonlarin yapilmasina c¢alisilmistir. Yapilan literatiir arastirmalart sonucunda
meyvelerin ylizeyinde olabilecegi bilgisine dayanilarak elma, portakal, nar gibi
cesitli meyvelerden de izolasyon amaciyla Ornekler alimmistir. Son olarak
Alicyclobacillus’ un en 6nemli bulagsma kaynagi olarak belirtilen topraktan cesitli
ornekler almmistir. Toprak &rnekleri, Isparta ili, Egirdir ilgesinden cesitli meyve
bahgelerinden meyve agaclarinin altindan, yol kenarindan ve su kuyusu kenarindan

alinmistir.

3.2. Referans Kiiltiirler

Bu calismada meyve suyunda en ¢ok sorun yaratan ve genellikle lizerinde ¢aligilan
iki tiir olan Alicyclobacillus acidoterrestris LMG-16906 ve Alicyclobacillus
acidocaldarius NRRL B-14510 suslar1 kullanilmistir. Alicyclobacillus acidoterrestris
(Belgian-Coordinated Collection of Microorganism BCCM-LMG) Belgika Gent
Universitesi’nden, Alicyclobacillus acidocaldarius (United States Department of
Agriculture NRRL ARS Culture Collection) Amerika Birlesik Devletlerinden temin

edilmistir.

3.3. Cahismada Kullanmilan Besiyerleri

Calismanin ilk asamasinda APDA (Asitlendirilmis patates dekstroz agar, pH’s1 %
10’1uk tartarik asit ¢ozeltisi ile pH 3.5’e ayarlanmis patates inflizyonu 4 g/, glukoz
20 g/l, agar 15 g/l) besiyeri kullanilmistir. izolatlardaki gelismenin yeterli olmadig
gozlendiginden dolay1 bu besiyeri degistirilerek ikinci asamada KM (Maya ekstrakti
2.5 g/1, peptone 5 g/, glukoz 1 g/l, tween 80 1g/l, agar 15g/l, %10’ luk malik asit
cozeltisi 15 ml/l) besiyeri kullanilmistir. Kati KM besiyerinde iyi gelisme gosteren

izolatlar stvi KM besiyerinde ayn1 basariy1 gosterememistir ve bu nedenle ¢alismanin
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geri kalan kisminda BAT agar (maya ekstrakt1 2 g/l, glukoz 5 g/l, CaCl, 0.25 g/l,
MgS0O4 0.5 g/l, amonyum siilfat 0.2 g/l, KH,PO4 3 g/l, ¢inkosiilfat 0.00018 g/l,
CuSO4 0.00016 g/1, MnSO4 0.00015 g/1, CoCl, 0.0018 g/1, borik asit 0.0001 g/I, Na-
Molibdat 0.003 g/, agar 18 g/, IN H,SO4 c¢ozeltisinden 1.7 ml/l) besiyeri

kullantlmistir.

3.4. Calismada Kullanilan Meyve ve Sebze Sulari

Bu ¢aligmada piyasadan hazir olarak temin edilen %100 ve katkisiz meyve ve sebze

sular1 kullanilnistir.

Sebze suyu ig¢indekiler: Su, sebze piire ve konsantreleri (domates, havug, biber,
pancar, salatalik, kereviz, siyah havug, limon, lahana, sogan, marul), tuz, sirke,
baharak karisimi, dogal aromalar, bitkisel sivi yag, feslegen ekstrati. Elma suyu
icindekiler: Su, elma suyu konsantresi (meyve suyu miktar1 %100), asitligi
diizenleyici (askorbik asit). Portakal suyu i¢indekiler: Su, portakal suyu konsantresi
(meyve suyu miktart %100), dogal portakal aromasi, vitamin C, antioksidan

(askorbik asit).

3.5. Koruyucu Katki Maddeleri, Enzimler ve Pancar Suyu

Bu calismada Alicyclobacillus bakterisinin meyve sularindaki aktivitesini 6nlemek
amactyla lisozim ve ficin olmak iizere iki farkli enzim ile gida sanayinde yaygin
olarak kullanilan koruyuculardan sodyum benzoat ve dogal bir iirlin olan kirmizi

pancar suyu kullanilmistir.

Lisozim, Ficin enzimleri ile Na-Benzoat hazir halde ticari firmalardan (Merck,
Almanya) satin alinmistir. Kirmizi pancarlar iyi bir sekilde yikandiktan sonra
kabuklar1 soyularak rendelenmis, sonrasinda sikilarak suyu ¢ikarilmistir. Sonrasinda
elde edilen pancar suyu otoklavlanabilen kapakl siseye alinarak 121 °C’ de 15 dk

sterilize edilmistir.
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3.6. Yontem

Bu calismada ilk asama dogadan mikroorganizmalarin elde edilmesi islemidir.
Cesitli mataryellerden alinan 6rneklerin APDA (asidik patates dekstroz agar) ve KM
besi ortamlarina ekimleri yapilmistir. 45 °C* de 5-7 giin inkiibasyona birakilarak
gelisme olup olmadigi gdzlenmistir. Ornek alma islemi su sekilde yapilmistir;
meyveler biitiin halde yikanmaksizin sivi KM ortamina daldirilmis ve ¢alkalanmustir.
Sonrasinda besiyeri sivisindan almman Ornekler KM kati besiyerine ekilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda herhangi bir gelisme goriilmemistir. Alinan toprak
ornekleri cam sigelere koyulup lizerine steril saf su eklenerek belirli bir siire
bekletilmistir. Bekletilen toprak soliisyonundan alinan oOrnekler KM kati besi
ortamina ve APDA ortamina ekilmistir. Gerekli inkiibasyon sicakliginda gelisimleri
gozlenen orneklerde inkiibasyon siiresi sonunda KM ortaminda koloniler gézlenirken
APDA ortaminda gelisme gozlenmemistir ve APDA ortami1 sonraki ekimlerde
kullanilmamistir. KM ortaminda gelisen koloniler iki farkli elma bahgesinden alinan
toprak Ornekleridir. Yapilan gézlemler sonucunda tanima uyan mikroorganizmalar
secilerek saflagtirma islemi yapilmistir. Yapilan saflagtirma isleminden sonra 10

farkl1 izolat elde edilmistir.

Gelisme gozlenen mikroorganizmalar saflastirilarak, Alicyclobacillus tiirlinden olup
olmadigimin belirlenmesi icin ¢esitli testler yapilmistir. 4. acidoterrestris LMG-
16906 ve A. caldarius NRRL B-14510 suslarinin meyve suyuna ekimleri yapilarak
gelismesi takip edilmistir. Sonrasinda bu suslarin 1s1l islemden gegirilip (80 °C” de 12
dk) petrilerde normal depolamada ulagilabilecek bir sicaklik olan 30 °C de
inkiibasyona birakilarak gelisip gelismedikleri gozlenmistir. Son olarak gelisme
gozlenen sus olan A. acidoterrestris LMG-16906 ve katki maddelerinin meyve

suyuna ilaveleri yapilarak 3 ay siire ile depolamaya birakilmastir.

3.6.1. Dogadan Alicyclobacillus spp. elde edilmesi

Alicyclobacillus tirlerinin dogadan elde edilmesi amaciyla piyasadaki meyve
sularindan, meyvelerden ve topraktan drnekler almmustir. Oncelikli olarak meyve
sularinda bozulma yaptig1 i¢in piyasadan hazir elma, portakal ve domates sulari

alinarak bunlardan APDA ve KM ortamlarina ekim yapilmistir. Petriler 45 °C” de 5-7
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giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda gozlemlenen petrilerde
herhangi bir gelisme goriilmemistir. Sonrasinda meyvenin kendisinde olabilecegi
sonuglara dayanilarak; elma, portakal, nar gibi meyvelerden ornekler alinmistir.
Meyveler KM sivi besi ortamina daldirilmistir ve sonrasinda KM sivi besi
ortamindan alinan ornekler KM kati besi ortamina ekilmistir. Petriler 45 °C* de 5-7
giin inkiibasyona birakilmistir ve Inkiibasyon siiresi sonunda gdzlenen petrilerde
herhangi bir gelisme goriilmemistir. Son olarak Alicyclobacillus® un en Onemli
bulasma kaynagi olan topraktan 6rnek alinmistir. Alinan toprak 6rnekleri steril saf
suda belirli bir siire bekletildikten sonra bunlardan alinan 6rnekler KM besiyerine
ekilmistir. Petriler 45 °C’ de 5-7 giin inkiibasyona birakilmistir ve gelisimleri

gbzlenmistir.

3.6.2. Elde edilen mikroorganizmalarin test edilmesi

Inkiibasyon siiresi sonunda gelisen mikroorganizmalardan Alicyclobacillus tiirlerinin
koloni yapisina benzeyen koloniler secilerek saflagtirilmistir. Sonrasinda gram
boyama yapilarak hem hiicre sekillerine hem de gram tiiriine bakilmistir.
Alicyclobacillus tiirleri katalaz pozitif olarak tanimlandigindan dolay1 elde edilen
izolatlara katalaz testi yapilmistir. Asidik kosullarda ve yiiksek sicakliklarda
geligebildiklerinden dolay1 asitligi ayarlanmis kat1 ve sivi BAT besiyerlerine ekimleri
yapilarak 30, 35, 45, 55, 60 °C’ de 2-7 giin inkiibasyona birakilmistir. Son olarak
meyve sularina ekimleri yapilarak 45 °C’ de 5-14 giin inkiibasyona birakilarak bu

sicakliklardaki gelisimleri gézlenmistir.

3.6.3. Referans kiiltiirlerin gelisimlerinin gozlenmesi

Belgika Gent Universitesinden alinan A. acidoterrestris LMG-16906’nm ve (United
States Department of Agriculture NRRL ARS Culture Collection) Amerika’dan
alman A.acidocaldarius NRRL B-14510 suslarinim ekimi yapilarak 45 °C’ de 2 giin
inkiibasyona birakilmistir. Bu suslarin calismada kullanilacak olan elma, portakal ve
sebze sularma ekimi yapilarak gelisimleri gozlenmistir. Sivi BAT besiyerinde
gelistirilen bu iki susa 80 °C’ de 12 dk 1sil islem uygulanmustir. Isil iglem
uygulanmasindaki amag klasik pastdrizasyon isleminde bu bakterilerin sporlanmasini

saglamak ve depolama sicakliginda tekrar vejetatif hiicre haline gelip gelmediklerini
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belirlemektir. Sporlanmasi saglanan bakterilerden o6rnek alinarak petrilere ekim
yapilmistir ve depolama sicakligi olan 30 °C’de 5-7 giin inkiibasyona birakilarak,

gelisme gosteren petrilerde sayim yapilmistir.

3.6.4. Deneme gruplarinin olusturulmasi ve depolama

Deneme deseni olusturulurken oncelikle kullanilacak olan katki gruplarinin miktari
belirlenmistir. Bu miktarlar belirlenirken daha 6nce yapilan c¢alismalar ve Gida
Kodeksi’de yer alan katkilarin kullanildigr limitler g6z ontine alinmigtir. Daha 6nce
Alicyclobacillus tiirlerinde denenmemis olan ficin enzimi i¢in iki doz belirlenmisgtir.
Sonug olarak kontrol grubu da dahil olmak iizere 6 grup olusturulmustur. Bu gruplar
Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Piyasadan temin edilen %100 ve katkisiz elma, portakal ve sebze sular1 100 ml ve
250 ml olacak sekilde kapakli otoklavlanabilen siselere doldurularak hazirlanmistir.
Hazirlanan siseler 121 °C’de 15 dk sterilize edilerek i¢inde Alicyclobacillus
acidoterrestris LMG-16906 disinda yabanci bir mikroorganizmanin olmamasi
saglanmistir. Sivi BAT ortaminda 2-4 giin gelistirilen A. acidoterrestrise LMG-
16906’ya 80 °C’de 12 dk 1sil islem uygulanmistir. Boylece vegetatif formdaki
bakterilerin inhibisyonu saglanmistir. Sadece sporlarin birakildigr stispansiyondan
100 ml’ lik siselere 100 pl, 250 ml’ lik siselere 250 pl 6rnek alinarak hazirlanan
steril meyve sularma ekim yapilmistir. Bir baska degisle litreye 1 ml spor
siispansiyonu konmustur. Aym1 zamanda baslangicta koyulan bakteri sayisini
belirlemek amaciyla meyve sularina eklenen bakteri sollisyonundan 6rnek alinarak
BAT ortaminda gelistirilmistir. Sonrasinda dozlar1 belirlenen ficin, lisozim, sodyum
benzoat ve kirmiz1 pancar suyu meyve sularina eklenmistir. Kontrol grubuna hicbir
katki maddesi eklenmemistir. Steril kosullarda Alicyclobacillus acidoterrestris
LMG-16906 ve katkilar eklenerek hazirlanan siseler 30 °C’de 3 ay siire ile
inkiibasyona birakilmustir. Ik basta koyulan bakteri miktarini belirlemek amaciyla
yapilan ekimlerin sonuglar1 kaydedilmistir ve 15 giinliik ve aylik sayimlar yapilarak

gelisen koloni sayilar1 kaydedilmistir.
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Cizelge 3.1. Eklenen kimyasalar ve dozlar

Elma suyu Portakal suyu Sebze suyu

Kirmizi pancar Kirmiz1 pancar Kirmiz1 pancar
10m1/100ml 10ml1/100ml 25ml/250ml

Lisozim 0.25 g/100 ml Lisozim 0.25 g/100 ml Lisozim 0.625 g/250 ml
Sodyum benzoat 0.5 Sodyum benzoat 0.5 Sodyum benzoat 0.125
2/100 ml 2/100 ml 2/250 ml

Ficin 1,25 IU/100 ml Ficin 1,25 TU/100 ml Ficin 3,75 IU/250 ml
Ficin 2.5 TU/100 ml Ficin 2.5 TU/100 ml Ficin 7.5 TU/250 ml
Kontrol Kontrol Kontrol

3.6.5. istatistiksel analizler

Calismada elde edilen sonuglarin kargilastirilmas: Minitab® istatistik programinda
(Versiyon 15.0 Minitab, ABD) tek yonlii varyans analizi ile yapilmistir. Yapilan
varyans analizleri daha belirgin farkliliklarin gosterilmesi agisindan % 5 (P < 0,05)

hassasiyetinde yapilmstir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Alicyclobacillus Tiirlerinin Meyve Bahgesi Topraklarinda Varhginin ve

Meyvelere Gegisinin Belirlenmesi

Meyve sularindan, meyvelerden ve ¢esitli topraklardan izole edilerek inkiibasyona
birakilan 6rneklerden yalnizca 2 toprak orneginde gelisme gozlenmistir. Piyasadan
temin edilen meyve sularindan ve gesitli meyvelerin ylizeylerinden alinan 6rneklerde
ise herhangi bir gelisme gozlenmemistir. Toprak Orneklerinden alinan ve gelisme
elde edilen petrilerde bulunan Alicyclobacillus tirlerine ait oldugu diisiiniilen
koloniler segilerek izole edilmistir. Koloniler segilirken Alicyclobacillus tirlerinin
koloni yapisinin morfolojik 6zellikleri dikkate alinmistir. Alicyclobacillus tiirlerinden
bazilar1 yuvarlak (4. acidophilus, A. acidoterrestris), bazilar1 dairesel (4.
contaminans, A. herbarius, A. pomorum, A. sacchari), bazilar1 da dairesel yassi veya
tiimsek (A. fastidiosus, A. kakagawensis, A. macrosporangiidus, A. acidocaldarius A.
sandaiensis, A. shizuokensis), koloni sekli gdstermektedir (Smit vd., 2010). Koloni
seklinden sonra ikinci segme kriterini koloni rengi olusturmustur. Alicyclobacillus
tiirlerinin koloni renkleri bazilarinda renksiz opak (4. contaminans, A. fastidiosus, A.
kakagawensis, A. macrosporangiidus, A. sacchari, A. shizuokensis) bazilar1 da krem
rengi (A. acidipHilus, A. pohliae), sarims1 beyaz (A. acidoterrestris), krem sar1 (4.
acidocaldarius), krem beyaz (4. cycloheptanicus) ve beyaz yart saydam(A.
sandaiensis) seklindedir (Smit vd., 2010). Bu o6zelliklere gore secilip izole edilen bu
koloniler sonrasinda saflastirilarak birbirinden tamamen ayrilmistir. Saflastirma
islemi tamamlandiktan sonra birbirinden farkli 10 adet izolat elde edilmistir. Elde

edilen bu izolatlar Cizelge 4.1.’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1.Toprak 6rneklerinden elde edilen mikroorganizmalar

Egirdir Elma bahgesi 1 Egirdir Elma bahgesi 2
S1 S2y

S1A S2z

S1C Ss

S1D S6

S1E Y
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4.2. Meyve Bahcesi Topraklarindan izole Edilen Mikroorganizmalarin

Alicyclobacillus Oldugunun Test Edilmesi

Elde edilen mikroorganizmalar Oncelikli olarak boyamaya tabi tutularak hiicre
sekillerine ve gram boyamalarina bakilmistir. Sonrasinda Alicyclobacillus tiirlerinin
gelismesine en uygun iki besi ortaminda ve elma suyunda gelisme durumlarina
bakilmistir ve katalaz testi yapilmistir. Son olarak Alicyclobacillus tiirlerinin gelisme
sicakliklarinin yiiksek olmasindan dolayr 30, 35, 45, 55, 60 °C’ de gelisimleri

gbzlenmistir. Bu testlerin sonuglar Cizelge 4.2.°de ve Cizelge 4.3.’te verilmistir.

Cizelge 4.2. Elde edilen izolatlara uygulanan bazi testler

Bakteri | Hiicre | Gram K BAT Meyve Katalaz
cesidi sekli durumu | ortaminda | ortaminda | suyunda(elma) | durumu
gelisimi gelisimi gelisimi
S1 Basil | + + + + +
S1A Basil |+ + + + +
S1C Basil |+ + + + +
S1D Basil | + + + + +
SIE Basil | + + + + +
S6 Basil |+ + + + +
S2y Basil |+ + + + +
S2z Basil | + + + + +
Ss Basil | + + + + +
Y Basil | + + + + +

Cizelge 4.2.’de cikan sonuclara gore elde edilen izolatlar Alicyclobacillus tirlerinin
genel ozellikleri olan gram pozitif, aerobik ve basil olma durumuna benzer 6zellikler
gostermektedir. Ayrica Alicylobacillus tiirlerine 6zel asidik besi ortamlarinda ve en
¢ok bozulma olaylarinin yasandig: elma sularinda da gelisim gozlenmistir (McKnight

vd., 2010).
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Cizelge 4.3. izolatlara uygulanan sicaklik denemeleri

Bakteri 30 °C’ de |35 °C’ de |45 °C’ de |55 °C’ de |60 °C’ de
cesidi gelisme gelisme gelisme gelisme gelisme
S1 - - T + T
S1A - - + T n

S1C - - + T i
S1D - - + + +

S1E - - T i n

S6 - - zay1f + +

S2y - - + + +

S2z - - + + +

Ss - - zayif + +

Y - - + + +

Alicyclobacillus tirlerinin tanimlayict 6zelliklerinden olan termoasidofilik yapisini
belirlemek i¢in yapilan sicaklik denemesinin sonuglarinda da (Cizelge 4.3.)
goriildiigi gibi izolatlar termofilik bakterilerin gelisim gosterdigi 30-60 °C araliginda
gelisim gostermislerdir. Cikan bu sonuglar dogrultusunda elde edilen izolatlarin

Alicyclobacillus tiirlerine ait oldugu disiiniilmektedir.

4.3. Referans Kiiltiirlerin Gelisimlerinin Belirlenmesi

Ticari kiiltlir kolleksiyonlarindan alinan Alicyclobacillus acidoterrestris LMG-16906
ve Alicyclobacillus acidocaldarius NRRL B-14510 sugslart kati ve sivi BAT
ortamlarinda gelistirilmistir. Sivi kiiltiirde gelistirilen mikroorganizmalar 80 °C’ de
12 dk 1s1l isleme tabi tutularak sporlanmasi saglanmistir. Spor soliisyonlarindan
aliman oOrneklerin petrilere ekimi yapilarak calismada depolamada sicakligi olarak
kullanilan 30 °C’ de 5-7 giin inkiibasyona birakilarak gelisimleri g6zlenmistir.
Yapilan sayimlar sonucunda Alicyclobacillus acidoterrestris LMG-16906’nin bu
sicaklikta iyi gelisim gosterdigi ancak Alicyclobacillus acidocaldarius NRRL B-
14510’un ise oldukga az gelisim gosterdigi belirlenmistir. Sayim sonuglar1 Cizelge

4.4.’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. Isil islem uygulanan suslarin 30 °C’ de sayim sonuglar1 (kob/ml)

A.acidoterrestris A.acidocaldarius
0 >300 >300
-1 >300 110
-2 >300 10
-3 66 0
-4 23 0

Sonuglarin bu sekilde ¢ikmasi Alicyclobacillus acidocaldarius NRRL B-14510" nun
gelisme sicakliginin 45-71 °C arasinda olmasindan, Alicyclobacillus acidoterrestris
LMG-16906’n1n ise gelisme sicakligiin 20-70 °C olmasindan kaynaklanmaktadir.
Bu nedenle Alicyclobacillus acidocaldarius NRRL B-14510’nun c¢alismada
kullanilip kullanilmayacagina karar vermek amaciyla bir sicaklik denemesi daha
yapilmistir. 80 °C’ de 12 dk 1s1l isleme tutulan Alicyclobacillus acidocaldarius
NRRL B-14510" dan 6rnek alinarak petrilere ve siv1 kiiltiirlere ekimi yapilmistir. 30
ve 45 °C’ de 5-7 giin inkiibasyona birakilan Orneklerin gelisimleri gdzlenmistir.

Yapilan sayim ve gozlemler sonucunda 30 °C’ de gelisimin gok zayif oldugu, 45 °C’

de ise biitiin kiiltiirlerin gelistigi belirlenmistir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Alicyclobacillus acidocaldarius’ un 30 ve 45 °C’ de gelisimleri

Cikan sonuglar dogrultusunda Alicyclobacillus acidocaldarius NRRL B-14510’un
caligmada kullanilan depolama sicakliginda gelisiminin ¢ok zayif olacagindan dolay:
denemelerde kullanilmamasina karar verilmistir. Bu nedenle c¢alismada kullanilan
depolama sicakliginda iyi gelisme gosteren Alicyclobacillus acidoterrestris LMG-

16906’ nin kullanilmasina karar verilmistir.

33



4.4. Depolama ve Depolama Sonrasi Sonuglar

Deneme desenine uygun olarak hazirlanmis ve depolama sicakligi olan 30 °C’de
depolanmis meyve sularinda ilk giin, 15.glin, 30.gilin, 60.giin ve 90.giin sayimlari
yapilmistir. Cikan sonuglar kendi iglerinde karsilastinnlmistir (Cizelge 4.6., Cizelge
4.7., Cizelge 4.8., Cizelge 4.9.).

90 giinliik depolama siiresi sonucunda meyve sularinda herhangi bir degisiklik olup
olmadigint belirlemek amaciyla baz1 6zelliklerine bakilmigtir. Bunlar; renklerinde
bozulma olup olmadigi, dibe ¢okme durumu ve pH degisimi gibi Ozellikler

olmaktadir. Bulunan sonuglar ¢izelge 4.5.’te gosterilmektedir.

Cizelge 4.5. Meyve sularinin depolama siiresi (90 giin) sonrasi 6zellikleri

Elma suyu Portakal suyu Sebze suyu
Renk Cokme | pH | Renk Cokme | pH | Renk Cokme | pH
degisimi degisimi degisimi
Kontrol | Yok Yok 3.16 | Yok Var 3.30 | Yok Yok 4.19
Lisozim | Yok Var 3.17 | Koyu Var 3.33 | Koyu Yok 4.18
Ficin Koyu Var 3.24 | Koyu Var 341 | Yok Yok 4.21
1.251U
Ficin koyu Var 3,32 | Koyu Var 3.45 | Yok Yok 4.25
251U
Kirmiz1 | koyu Var 3.31 | Koyu Var 3.44 | Koyu Yok 4.32
pancar
Sodyum | Yok Yok 3.26 | Koyu Var 3.41 | Koyu Yok 4.21
benzoat

Elma suyunda meydana gelen renk degisimi incelendigi zaman, lisozim ve sodyum
benzoat eklenen elma sularinda renkte degisim gozlenmezken diger katki gruplarinda
ozellikle kirmiz1 pancar suyu eklenen elma sularinda koyulasma meydana gelmistir.
Elma suyunda renk ve berraklik 6nemli kriterler olmaktadir ve renkteki koyulagma
tirtiniin kabul edilebilirligini etkileyebilmektedir. Meydana gelen ¢cokme ise protelitik
aktiviteler sonucunda enzimlerin proteinlerle birlesmesi sonucu ¢okme meydana
getirdigi seklinde agiklanabilmektedir. Piyasada satisa sunulan elma sularinin

ortalama pH degeri 4.0 civarindadir. Depolama sonrasi gozlenen elma suyu
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gruplarinda gozlenen pH degeride standart pH degerine yakin olmakla beraber kabul

edilebilir seviyededir.

Portakal suyunda biitiin katki gruplarinda renkte koyulasma meydana gelmistir.
Ozellikle kirmiz1 pancar suyunun kendine has rengi meyve suyuna gegmistir. Bu
nedenle kirmizi pancar suyu renkli {iriinler i¢in uygun olmaktadir. Elma ve portakal
sularinda ancak karistm meyve sular1 olarak veya kan portakali suyunda
kullanilabilecegi disiiniilmektedir. Olusan ¢okme ise meyve suyunun yapisinda
bulunan pulplarin dibe ¢okmesinden kaynaklanmaktadir. Piyasada satisa sunulan
portakal sularinin ortalama pH degeri 4.0 civarindadir. Depolama sonrast gozlenen
portakal suyu gruplarinda gézlenen pH degeride standart pH degerine yakin olmakla
beraber kabul edilebilir seviyededir.

Sebze suyunda ise renkte onemli bir koyulagsma gozlenmemistir. Ayrica igerisinde
bircok kirmizi sebze grubunu barindirdigr icin kirmizi pancar suyu eklenmesi
renginde biraz koyuluga yol a¢mustir ancak {riiniin kabul edilebirligini
etkilemeyecegi disiiniilmektedir. Piyasada satisa sunulan sebze sularinin ortalama
pH degeri 4.0-4.5 civarindadir. Depolama sonrasi gozlenen sebze suyu gruplarinda
gbzlenen pH degeride standart pH degerine yakin olmakla beraber kabul edilebilir

seviyededir.
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Sekil 4.2. Elma sularinin depolama stiresi (90 giin) sonundaki goriintiileri
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Sekil 4.3. Portakal sulariin depolama siiresi (90 giin) sonundaki goriintiileri
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Sekil 4.4. Sebze sularinin depolama siiresi (90 giin) sonundaki goriintiileri
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Cizelge 4.6. Elma suyunda depolama siiresince (90 giin) farkli uygulamalara ait
mikroorganizma sayim sunuglari (log kob/ml)

Uygula | Elma Suyu | Elma Suyu | Elma Suyu | FElma Suyu | Elma Suyu | Elma Suyu

malar kontrol lisozim ficin (1,25 ficin (2,50 Kirmiz1 Na-
1U) IU) Pancar Benzoat
Giinler

0 2,82+0,02 | 2,82+0,02 | 2,82+0,02 2,82+0,02 2,82+0,02 | 2,82+0,02
a,A a,A a,A a,A a,A a,A

15 2,57+0,05 0 1,63+0,13 1,42+0,10 2,41+0,54 | 2,63+0,17
a,A b,B b,C b,C ab,A a,A

30 2,56+0,10 0 1,74+0,24 1,16+0,28 2,43+0,62 | 2,27+0,34
b,A b,B b,A b,C bA b,A

60 2,40+0,13 0 1,73+0,05 1,10+0,17 2,51+0,07 | 2,58+0,19
bc, A b,B b,C b,D b,A a,A

90 2,17+0,12 0 1,64+0,19 1,20+0,17 1,72+0,37 | 2,32+0,13
c,AC b,B b,CD b,DE b,CE a,A

a,b,c,d harfleri; uygulamalarin giinlere gore farkliliklarini;

A, B,C,D,E harfleri; uygulamalarin birbirlerine gore farkliliklarint gostermektedir.

Cesitli uygulamalarin depolama stiresince etkinlikleri belirlenmistir. Cizelge 4.6 da
goriildiigli lizere elma suyunda yapilan uygulamalar kendi aralarinda kiyaslandigi
zaman lisozimin A. acidoterrestris LMG-16906 gelisiminin engellenmesinde en
etkili katki maddesi oldugu bulunmustur. Lisozimin giinler arasindaki etkisi
incelendigi zaman, 15. giinden itibaren A. acidoterrestris LMG-16906 gelisimini
tamamen engelledigi goriilmiistiir. Lisozimin gram pozitif bakterilerde c¢ok etkili
olmasit (Diiring vd., 1999) ve hiicre duvarindaki peptidoglukan yapida bulunan N-
asetilglukozamin ve N-acetylmuramic asit arasindaki (1-4 baglantilarinda
gerceklesen lisozim hidrolizi (Chung ve Hancock, 2000; Barbiroli vd., 2012) A.
acidoterrestris ~ LMG-16906  hiicrelerine  karst  lisozimin  bu  etkisini
aciklayabilmektedir (Bevilacqua vd., 2008). Lisozimin hiicre biitlinliigline zarar
vererek bakteri hiicresine verdigi zarar ile bir¢ok {iriinlin (peynir, inek siitii, bira, taze
meyve ve sebze, et, balikk ve sarap gibi) patojenik ve zararli bakterilerden
korunmasinda etkili olmaktadir (Tribst vd., 2008). Ayni zamanda Avrupa’da
nitratlara alternatif olarak gosterilmektedir (Maki ve Durance, 1996). Lisozim
enzimatik olmayan daha ¢ok bakteriyostatik etkiye sahip proteolitik aktivitesiyle 6ne
c¢ikan bir enzimdir. Yapilan bazi ¢alismalarda bu 6zelliginden dolay1r beyaz ve
kirmiz1 saraplarda malolaktik fermentasyonu engellemede kullanilmaktadir (Roldan
vd., 2012). Yine benzer bir ¢calismada E. coli ile lisozim arasindaki bakteriostatik

etkilesim incelenmis ve optimal kosullar ayarlandigi zaman lisozimin E.coli
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hiicrelerini lize ettigi belirlenmistir (Sedov vd., 2011). Lisozimin Clostridium
tyrobutyricum gibi biitirik asit bakterilerinin yar1 sert peynirlerde sebep oldugu laktat
olusumu gibi sorunlar1 engelledigi belirlenmistir (Nattress vd., 2001). Bacillus
subtilis’in gelisiminin kontroliinde lisozimin denendigi bir calismada, lisozimin

antibiyotiklerden daha etkili oldugu belirlenmistir (Eudes vd., 1995).

Diger bir enzim olan ficinin 6zellikle 2.5 IU oraninda ficin uygulamasmin elma
suyunda A. acidoterrestris gelisimini 6nemli Olgiide engelledigi belirlenmistir.
Ficinin etkisi 15. giinden itibaren goriilmekte ve depolama siliresi boyunca A.
acidoterrestris  LMG-16906  gelisimini  engelledigi  goriilmektedir.  Ficinin
Alicyclobacillus tiirlerinde etkisini arastiran herhangi bir yayina rastlanmadigindan,
ficinin bu etkisinin lisozim gibi bir enzim olmasindan kaynaklandig1 diistiniilmekte

ve calismadaki etkisi bu sekilde agiklanmaktadir.

Kirmizi pancar suyunun elma suyundaki 4. acidoterrestris LMG-16906 gelisiminin
engellenmesi ilizerinde 6nemli bir etkisinin bulunmadig1 gézlenmistir. Aym sekilde
ticari bir katki maddesi olan ve gida endiistrisinde yaygin bir sekilde kullanilan
sodyum benzoatin da 6nemli bir etkisinin olmadigi belirlenmistir. Bunun nedeninin
sodyum benzoatin diisiikk seviyelerdeki kontaminasyonlarda etkili olmasidir.
Caligmamizda oldugu gibi kontaminasyon dozu yiiksek oldugu zaman fazla bir
etkisinin olmadig goriilmiistiir (Walker ve Phillips, 2008). Sodyum benzoatin etkisi
doza bagimli olmakla beraber, sporlar iizerinde fazla bir etkisinin bulunmadig:
belirlenmistir (Bevilacqua vd., 2008). Genel olarak sodyum benzoatin bakterilerden
cok, maya ve kiifler iizerinde etkili oldugu belirtilmektedir (Hwang and Beuchat,

1995).
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Cizelge 4.7. Portakal suyunda depolama siiresince (90 giin) farkli uygulamalara ait
mikroorganizma sayim sunuglari (log kob/ml)

Uygula Portkal Portakal Portakal Portakal Portakal Portakal
malar Suyu Suyu Suyu Ficin Suyu ficin | suyu Kirmiz1 | Suyu Na-
Giinler kontrol lisozim (1,25 1U) (2,50 IU) Pancar Benzoat
0 2,82+0,02 | 2,82+0,02 | 2,82+0,02 2,82+0,02 2,82+0,02 2,82+0,02
a,A a,A a,A a,A a,A a,A
15 3,67+0,03 0 1,63+0,13 1,20+0,17 2,62+0,09 2,70+0,17
b,A b,B b,C ab,B ab,D a,D
30 3,61+0,02 0 1,64+0,55 0,87+0,81 2,55+0,21 2,77+0,10
b,A b,B b,CD b,CD ac,ED a,E
60 3,37+0,20 0 1,40+0,17 0,83+0,75 2,41+0,09 | 2,5540,05a
bc,A b,B b,C b,C bed,E b,AE
90 3,25+0,08 0 1,23+0,40 0,93+0,81 2,05+0,19 2,42+0,14
C,A b,BD b,CE b,D d,E b,AE

a,b,c,d harfleri; uygulamalarin giinlere gore farkliliklarini;

A, B,C,D,E harfleri; uygulamalarin birbirlerine gore farkliliklarini géstermektedir.

Portakal sularinda yapilan uygulamalarin giinler bazinda karsilastirildig1 Cizelge 4.7.
de verilen veriler incelendigi zaman portakal suyunda da en etkili uygulamanin
lisozim oldugu goriilmektedir. 4. acidoterrestris LMG-16906 gelisimini 15. Giinden

itibaren tamamen engellemistir.

Ficinin etkisine bakildig1 zaman, ficinin her iki dozunun da A. acidoterrestris LMG-
16906 gelisimini 15. giinden itibaren 6nemli dl¢lide azalttigr 6zellikle 2.5 IU ficin

uygulamasinin daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Kirmizi1 pancar suyu enzimler kadar basarili olmasa da portakal suyundaki A.
acidoterrestris LMG-16906 gelisimini engelledigi goriilmiistiir. Ticari katki olan
sodyum benzoat ise ilk ay igerisinde etkisi gdzlenmesine ragmen ii¢ aylik depolama

stiresi sonunda etkisini yitirdigi goriilmiistiir.
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Cizelge 4.8. Sebze suyunda depolama siiresince (90 giin) farkli uygulamalara ait
mikroorganizma sayim sunuglari (log kob/ml)

Uygula

malar Sebze Sebze Sebze Suyu | Sebze Suyu | Sebze suyu | Sebze
Suyu Suyu Ficin (1,25 | ficin (2,50 | Kirmiz1 Suyu Na-

Gii kontrol lisozim 1U) 1U) Pancar Benzoat

tinler

0 2,82+0,02 | 2,82+0,02 | 2,82+0,02 2,82+0,02 2,82+0,02 2,82:+0,02
a,A a,A a,A a,A a,A aA

15 3,59+0,08 | O 1,97+0,12 1,58+0,27 2,88+0,10 3,04+0,52
b, A b, B b,C b,C a,D a,AD

30 3,44+0,29 | 0 1,97+0,03 1,53£0,21 2,89+0,02 2,77+0,07
b,A b,B b,C b,C a,D a,D

60 3,64+0,29 | 0 1,95+0,16 1,36+0,32 2,88+0,01 2,73+£0,11
b,A b,B b,C b,C a,D a,D

90 3,81£0,13 | O 1,91+0,19 1,84+0,10 3,11+0,07 2,68+0,06
b,A b,B b,C b,C b,D a,BE

a,b,c,d harfleri; uygulamalarin giinlere gore farkliliklarini;

A, B,C,D,E harfleri; uygulamalarin birbirlerine gore farkliliklarini gostermektedir.

Sebze suyunda giinler bazinda uygulamalarin karsilastirildigi Cizelge 4.8. de verilen
bilgiler incelendigi zaman diger meyve sularinda da oldugu gibi en etkili uygulama
lisozim olmustur. Lisozimin 15. giinden itibaren A. acidoterrestris LMG-16906
gelisimini tamamen engelledigi goriilmiistiir. Ayn1 sekilde ficinin iki farkli dozunun
da aym oOlgiide etkili oldugu ve sebze suyunda A. acidoterrestris LMG-16906

gelisimini dnemli dlciide engelledigi goriilmustiir.

Kirmiz1 pancar suyunun da sebze suyunda A4. acidoterrestris LMG-16906 gelisimini
engelledigi belirlenmistir. Sodyum benzoatta benzer bir sekilde sebze suyunda A.
acidoterrestris LMG-16906 gelisiminin engellenmesinde etkisi diger meyve sularina

nazaran daha fazla olmustur.
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Cizelge 4.9. Uygulamalarin {iriin arasinda giinler bazindaki gelisim farkliliklar

Uygulama Aylar 0 15 30 60 90
Kontrol Elma
Suy 2,8240,02 A | 2,57+0,05 A | 2,56£0,10 A | 2,40+0,13 A 2,17+0,12 A
Portakal
Suyu 2,8240,02 A | 3,67+0,03 B | 3,6120,02 B | 3,37+0,20 B 3,25+0,08 B
Sebze
Suys 2,8240,02 A | 3,59+0,08 B | 3,44+0,29 B | 3,64+0,29 B 3,8140,13 C
Lisozim Elma
2.8240,02A | 0 A 0A 0A 0A
Suyu
Portakal | 5 07 0024 | 0A 0A 0A 0A
Suyu
Sebze | ) ¢r1002A | 0A 0A 0A 0A
Suyu
Ficin (1,25) | Elma
Suyn 2.82+0,02 A | 1,63+0,13 A | 1,74+024 A | 1,73£0,05 AB | 1,64+0,19 A
gﬁ;tskal 2,8240,02 A | 1,63£0,13 A | 1,64+0,55 A | 1,40+0,17 BC 1,23+0,40 A
Sebze
Suy 2,8240,02 A | 1,97+0,12B | 1,97+0,03 A | 1,9540,16 AD | 1,91+0,19 A
Ficin (2,50) | Elma
Suyn 2,8240,02 A | 1,4240,10 A | 1,16£028 A | 1,10+0,17 A 1,2040,17 A
gﬁ;tskal 2,8240,02 A | 1,2040,17 A | 0,87+0,81 A | 0,83+0,75 A 0,9340,81 A
Sebze
Suy 2,8240,02 A | 1,58+027 A | 1,53+021 A | 1,36+0,32 A 1,84+0,10 A
Pancar Elma
S 2.82+0,02 A | 2,41£0,54 A | 2.43£0,62 A | 2,514£0,07 A 1,7240,37 A
uyu Suyu
gﬁ;ﬁ‘kal 2,8240,02 A | 2,6240,09 A | 2,55£021 A | 2,41+0,09 A 2,05+0,19 A
Sebze
Suy 2,82+0,02 A | 2,88+0,10 A | 2,89+0,02 A | 2,88+0,01 B 3,11£0,07 B
Na-Benzoat | Eima
Suyu 2,8240,02 A | 2,63+0,17 A | 2,27+0,34 A | 2,58+0,19 A 2,3240,13 A
Portakal
Sy 2,82+0,02 A | 2,70+0,17 A | 2,77+0,10 A | 2,55+0,05 A 2,42+0,14 AB
Sebze
Suyu 2,8240,02 A | 3,04+£0,52 A | 2,77+0,07 A | 2,73+0,11 A 2.68+0,06 B
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Yapilan biitiin bu uygulamalardan elde edilen veriler 1s18inda farkli meyve sulari
arasinda giinler bazinda herhangi bir farklilik olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla

Cizelge 4.9. da verilen bilgiler arasinda kiyaslama yapilmistir.

Uygulamalar elma, portakal ve sebze sularinda giinler bazinda kiyaslandigi zaman
lisozim ve 2.5 IU ficin uygulamasinda {ii¢ {irlin arasinda da bir farklilik
gozlenmemistir. 1.25 IU ficin uygulamasinda ise 2. ay sayimlarinda ufak farkliliklar
gorlilse de depolama siiresi sonunda (90 giin) {i¢ {riin arasinda bir farklilik

goriilmemistir.

Kirmiz1 pancar suyu uygulamasinda giinler bazinda elma ve portakal sular1 arasinda
bir fark gozlenmezken, sebze suyunda 60. giinden sonra farkliliklar olusmustur.
Sodyum benzoat uygulamasinda ise 60. giine kadar bir farklilik goriilmezken

depolama siiresinin bitiminde ii¢ iiriin arasinda farkliliklar belirlenmistir.
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5.SONUC VE ONERILER

Alicyclobacillus tiirlerinin diinya genelinde neden oldugu bozulma olaylar1 asidik
iceceklerde Ozellikle de elma ve portakal sularinda ve tropik iceceklerde yaygin

olarak goriilmektedir.

‘Ticari steril’ olarak iiretilen meyve sularinda Alicyclobacillus tiirleri Onemli
sorunlara neden olmaktadir ve pastorizasyon isleminin yeterli koruma saglamadigi
goriilmektedir. Pastorizasyon isleminde canli kalabilen bu bakteriler meyve suyu

endiistrisini sikintrya sokmaktadir.

Isil islemin yeterli olmadig1 goriildiikten sonra Alicyclobacillus tiirlerinin
engellenmesinde yeni metotlar aranmaya baslanmistir. Cesitli ticari katkilar
denenmistir ancak giiniimiizde dogal iirlinlere olan talep arttigindan dolayr dost

katkilar aranmaya baglanmistir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda, meyve sularinda en fazla sorun yaratan Alicyclobacillus
tiirii olan 4. acidoterrestris gelisiminin engellenmesinde dogal bilesikler kullanilarak
meyve suyu sanayinin bu ihtiyacina bir cevap aranmistir. Lisozim, ficin ve kirmizi
pancar suyu gibi dogal bilesikler kullanilarak yapilan bu ¢alismada ayn1 zamanda
gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan sodyum benzoat gibi ticari bir katki
maddesi de kullanilarak dogal tiriinlerle karsilastirilmali bir deneme yapilmastir.

Elde edilen sonuglar 1s1ginda; lisozim ve ficin enzimlerinin A. acidoterrestrisin
gelisiminin engellenmesinde 6nemli Olclide etkili oldugu bulunmustur. Kirmizi
pancar suyu enzimler kadar etkili olmamasina ragmen A. acidoterrestris gelisimini
dikkate deger bir sekilde azaltmistir. Sodyum benzoat ise 6nemli derecede bir etki

gostermemistir.

Sonug olarak; lisozim, ficin ve kirmizi pancar suyunun A. acidoterrestris’in meyve
suyu endiistisinde yarattig1 sorunlarin ¢oziimiinde Onemli bir alternatif oldugu
bulunmustur. Bdylece tiiketicilerin arzu ettigi dogal katkilara olan ihtiyag
karsilanarak sentetik katkilarin  yerini alabilecektir. Meyve suyu iiretim
basamaklarina bu dogal katkilara uygun ekipmanlar eklenerek Alicyclobacillus

tiirlerinin yarattig1 sorunlar engellenebilecektir.
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