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Mikrobiyoloji alaninda g¢alisma yapan tim laboratuvarlar kiltlr koleksiyonlarina ihtiya¢g duymaktadir. Gink{ yapilan
testlerin kontrolli amaciyla laboratuvarlarin, kullandiklar kultirlerin koleksiyonlarini olusturmasi ve bu kalttrleri uygun
kosullarda muhafaza etmeleri gerekmektedir. Kultir korumanin temel prensibi, varyasyon veya mutasyona
ugratmadan mikroorganizmay! saf halde ve uzun slre canli tutmaktir. Kurutma yéntemi bilinen en eski kaltr
muhafaza yontemidir. Ucuz ve kolay bir yontem oldugundan pek gok mikroorganizma kiiltdriinin muhafazasinda
siklikla kullaniimaktadir. Tim kurutma yontemlerinde asamalar genel olarak birbirine benzemektedir. Oncelikle
mikroorganizma kultrl koruyucu maddelerle karistirilir ve istenilen yéntemle kurutulur. Ardindan kurutulan kultir
muhafazaya alinir. ihtiyagc duyuldugunda ise kltiir rehidre edilerek hiicreler aktiflestirilir. Bu derleme, kumda kurutma,
kagit disk Gzerinde kurutma, jelatin ve silikajelde kurutma ile kendini kurutma (self-drying) gibi basit kurutma
yontemlerinin yani sira sprey kurutma, akiskan yatak kurutucularda kurutma, képuk kurutma ve vakumda kurutma gibi
liyofilizasyon disindaki son dénemde 6n plana ¢ikan kurutma yéntemlerini ve kullanim alanlarini irdelemek amaciyla
hazirlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Kurutma, Kiiltir koleksiyonu, Koruma

Drying Methods Used for Preservation of Microbial Cultures
ABSTRACT

All laboratories that do microbiological researches need culture collections because laboratories have to form their
own collections and preserve on suitable conditions them for control of testing. Basic principle of culture preservation
is to keep cells alive and in pure form for a long time without causing mutations and variations in microorganisms.
Drying is the oldest method of culture preservation. Because it is an inexpensive and easy method, it is frequently
used for the preservation of microbial cultures. Stages of all drying methods are generally similar to each other.
Initially, culture is mixed with protectants and dried with a desired process. Then, dry culture is stored. When needed,
cells are activated by rehydrating culture. This review explains simple drying methods like sand drying, drying on
paper disc, drying with gelatin and silica gel, self-drying and alternative drying methods (except lyophilization) like
spray drying, fluidised bed drying, foam drying and drying under vacuum.

Keywords: Drying, Culture collection, Preservation
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GiRis

Cesitli kaynaklardan izole edilen mikroorganizmalarin
canlihgini korumak suretiyle uzun sireli muhafaza
edilmesi ¢ok 6nemlidir. Kllturlerin muhafazasi, ulusal
kiltdr koleksiyonlarinin olusturulmasinda, endustriyel
uygulamalarda,  mikrobiyoloji,  biyoteknoloji  gibi
alanlarindaki laboratuvar galismalarinda ve
mikroorganizma kultlrlerinin  bir yerden bagka yere
tasinmas! sirasinda gerekli olan bir islemdir [1, 2]. llac,
gida, icecek dretimi gibi sanayi uygulamalarinda ve
klinik g¢alismalarda mikrobiyolojik testlere siklikla
basvurulmaktadir. Kalite kontrol amaciyla yapilan bu
testler sirasinda referans olarak pozitif kontrol érnekleri
kullaniimaktadir. Bu referans mikroorganizmalar ise
ulusal veya uluslararasi standart kaltar
koleksiyonlarindan temin edilebilmektedir [3].

Kisa veya wuzun dbénem Kkiltir muhafazasina
bagvurulmasinin en &6nemli nedeni, Kkaltirlerin  bir
ortamdan bagka bir ortama aktariimasi sirasinda gerek
fenotipik gerekse genetik yapilarinda meydana gelen
degisikliklerdir. Her bir aktarma islemi sonrasinda
mikroorganizmanin 6zellikleri ve yapisi daha fazla
degisiklige ugramaktadir [4]. Bu nedenle, Kdltir
korumanin temel prensibi varyasyon veya mutasyona
ugratmadan mikroorganizmay! saf halde ve uzun sire
canli tutmaktir. Mikrobiyolojinin gelisme stirecinde Kdltir
korumaya ybnelik kolay, pratik, ucuz ve etkin yéntemler
geligtirilmistir. Bu suUre¢ icinde en eski ¢alismalardan
birinin gicek asisi ile yapildigi kabul edilmektedir. Dr.
Carro, 1799 yilinda ipliklere emdirilmis gicek asisini 1 yil
sire ile saklamig ve bu sire sonunda asinin etkinligini
korudugunu tespit etmistir. Gelisen bilim ve teknoloji
slirecinde kultir korumaya ydénelik pek c¢ok ybéntem
buglin basari ile uygulanmaktadir. Ancak, tim
mikroorganizmalar i¢cin ayni yuksek basari dizeyi ile
kullanilabilecek tek bir yéntem bulunmamaktadir [5].
Mikroorganizmanin koleksiyona alinmasinda
kullanilacak  ydntemin  belirlenmesinde  muhafaza
yénteminin maliyeti, mikroorganizma tarQ, laboratuvarin
cihaz donanim kapasitesi ve kultlrlerin  canh
kalabilecegi stire uzunlugu gibi faktérler rol
oynamaktadir [2].

Kurutma, bilinen en eski kiltir muhafaza yéntemidir.
Ucuz ve kolay bir yéntem olmasi nedeniyle basta kifler

olmak (zere laktik asit bakterileri, patojen
mikroorganizmalar gibi pek ¢ok mikroorganizma
grubunun muhafazasinda siklikla kullaniimaktadir.

Bilinen tim kurutma ydntemleri ¢ogunlukla hicrelerin
canli kalmasini saglarken, kdlttrlerin  uzun sdreli
muhafazasina da izin vermektedir. Mikroorganizmalarin
muhafazasinda kullanilan pek c¢ok kurutma ydntemi
olmasina ragmen, tim yéntemlerde uygulanan agamalar
ana hatlariyla birbirine benzemektedir [3].

Kurutma isleminde ilk olarak mikroorganizma KkdltGri
koruyucu maddelerle karistirilir ve arzu edilen yéntemle
kaltar kurutulur. Ardindan kurutulan kiltlr depolamaya
alinir. ihtiyag duyuldujunda muhafaza edilen Kkiltir
rehidre edilir ve hicreler yeniden aktif hale gelir.
Mikroorganizmalarin gelisme slreci boyunca hangi
fazda (lag, logaritmik gelisme, durma ve 6lim fazi)
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kiltdre alinacaginin belirlenmesinde mikroorganizmanin
cinsi ve tird dnemli rol oynamaktadir. Ornegin yapilan
calismalar, Lactobacillus rhamnosus kultirinde durma
fazindaki hicrelerin, kurutma sonrasinda canlihigini
daha fazla korudugunu géstermistir. Hucrelerin %31-
50’si daha sonra yeniden geri kazanilabilmekte ve
kullanilabilmektedir. Bu oran logaritmik gelisme
fazindaki hicrelerde %14 olarak gergeklesirken, lag
fazindaki hlcrelerin yalnizca %2 oraninda canlihgini
koruyabildikleri belirlenmistir. Mikroorganizmanin tiriine
bagll olan diger bir faktér ise kullanilacak koruyucu
ajaninin tipidir. Fakat genel olarak bakildiginda, yagsiz
sUit tozu, serum, trehaloz, gliserol, betain, sukroz, glikoz,
laktoz, dekstran, silikajel ve jelatin gibi maddeler ¢ogu
mikroorganizma icin koruyucu ajan olarak
kullanilabilmektedir. Yapilan c¢alismalar, trehaloz ve
sukrozun kurutma sirasinda hidrojen baglari olusumuyla
protein denaturasyonunu 6nledigini, bdylece yapinin
korunmasini  sagladiklarini  gdstermistir. Ayrica bu
sekerlerin suyun varliginda dérdiincil yapinin yeniden
olusturulmasina yardimci  oldugu  bildiriimektedir.
Sekerlerden trehaloz kullaniminin sukroz kullanimina
oranla mikroorganizma canliigini daha fazla korundugu
da bilinmektedir [3].

Protektantla karistirilan kultdrler ¢cok farkli yéntemlerle
kurutulabilmektedir. Bu derlemede, kumda kurutma,
kagit disk Uzerinde kurutma, jelatin ve silikajelde
kurutma gibi basit kurutma ydntemlerinin yani sira
liyofilizasyon (dondurarak kurutma) digindaki sprey
kurutma, akiskan yatak kurutucularda kurutma, kdépik
kurutma, vakumda kurutma ve kendini (6z) kurutma gibi
bazi durumlarda én plana ¢ikan kurutma yéntemleri ele
alinmistir.

BASIT KURUTMA YONTEMLERI
Mikroorganizmalarin muhafazasi amaciyla ilk gelistirilen

kurutma yéntemleri kolay gergeklestirilebilir ve karmasik
sistemlere ihtiyag duyulmayan yontemlerdir. Protektant

olarak  kum, silikajel, gliserol gibi maddeler
kullaniimaktadir. ~ Alternatif ~ kurutma  ydntemlerinin
geligtirilmesiyle birlikte bu yd&ntemlerin  populerligi

azalmigtir.
Kumda Kurutma

Ozellikle spor olusturan bakterilerin ve kiflerin uzun
yilllar boyunca korunmasinda kullaniimaktadir. Bu
amagla yikanmis ve etlivde sterilize edilmis kum Gzerine
spor slUspansiyonundan ilave edildikten sonra aseptik
kosullarda havada ya da fosforpentaoksit iceren vakum
desikatérde  kurumaya birakilir.  Yeterli kuruma
gbzlendiginde tupin agzi lastik bir tikagla kapatilir ve
buzdolabina alinir [5].

Kagit Disk Uzerinde Kurutma

Bu yéntem, 6zellikle depolama bakimindan ¢ok az yere
gereksinim géstermesi gibi buyUk bir Ustinlige sahiptir.
Enterobacteriaceae familyasi Uyeleri bu ydntemle
yillarca korunabilmektedir. Bu ydnteme gére uygun
boyutlarda kesilmis steril filtre kagitlarn 10° adet/mL
olacak sekilde bakteri slispansiyonu ile doyurulur. Bu
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diskler steril bir ortamda havada ya da vakum
desikatérde kurutulur, steril iki plastik levha arasina
yerlestirilir. Ayni kiltGr( iceren ¢ok sayida disk ayni tip
icinde buzdolabinda korunur. Kiltlrlerin  transferi
gerektiginde steril bir pens ile bir disk alinarak sivi
besiyerine aktarilir. Bu ydntem kdltlrlerin bir baska
laboratuvara iletiimesinde en kolay ulastirma imkani
saglayan yontemdir. Steril bir naylon ya da kagit zarf
icine yerlestirilebilen bu diskler normal posta veya kargo
ile bir bagka laboratuvara da génderilebilmektedir. Kagit
disklerdeki kdltirlerin daha uzun sdreli korunmalarini
saglamak amaciyla disklerin bulundugu tipler vakum
desikatére konularak buzdolabina yerlestirilebilecegi
gibi, dogrudan  vakum  altinda  paketlenerek
buzdolabinda da saklanabilmektedir [5]. Kagit disk
olarak bos antibiyogram diskleri kullanilabilecedi gibi
laboratuvarda kaba filtre kagidindan da
yapllabilmektedir. Bu yénteme gére bir tlp icerisine ¢ok
sayida disk konulabilecegdi icin kurutma isleminden
sonra her bir kullanim igin bir adet diskin ¢ikarilarak
uygun sivi besiyerine aktariimasi yeterli olacaktir. Bu
yOntem gerek Kkdltlrlerin bir yerden baska bir yere
tasinmasinda ve depolanmasinda gerekse uygulama
kolaylidi agisindan maliyeti dislUk bir koruma yéntemi
olarak kabul edilmektedir.

Silikajelde Kurutma

Bu yontem ilk defa 1958 yilinda Hunt ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmis olup, 1962 yilinda Perkins adli
arastiricilar tarafindan yéntemle ilgili yeni éngéruler 6n
plana ¢ikmistir. Mikroorganizma hdcrelerinin susuz ve
indikatérstiz silikajel ile kurutulup muhafaza edilmesi
prensibine  dayanmaktadir. Yéntem  kiflerin - ve
bakterilerin  blylk bir kisminin  muhafazasinda
kullanilabilmektedir. Yonteme gére indikatérslz silikajel
bir tlp icinde sterilize edilir. Bunun Uzerine yagsiz sit
besiyerinde gelistirilen bakteri kiltirinden damla damla
ilave edilir. Tupler steril kabinde havada veya nem
indikatorli  silikajel ya da fosforpentaoksit bulunan
vakum desikat6rde kurutulur ve buzdolabinda muhafaza
edilir.  Laboratuvarda  kurutma amach  normal
desikatorlerde kullanilan silikajel nem indikatért olarak
kobalt klorur igerdiginden mikroorganizmalar icin toksik
etkiye sahiptir. Bu nedenle kulltir koruma amagh
kullanilacak silikajelin indikator icermemesi
gerekmektedir [5, 6, 7].

Slikajelde kurutularak muhafaza edilmis bir kltir tekrar
aktiflestiriimek istendiginde, birka¢ silikajel grandll
uygun bir sivi besiyerine aktarilarak uygun sicaklikta
aktif kultir elde edilebilmektedir. Kalan dehidre kultir
intiyac duyuldugunda tekrar kullaniimak tzere muhafaza
kosullarinda depolanmaya devam edilir. Yontem ucuz
ve oldukga kolay uygulanabilir bir yéntemdir. Fakat
silikajelde kurutmanin en énemli sakincasi, kuru silikajel
Uzerine bakterinin  yagsiz s0t kdltdrinden ilave
edildiginde sicaklik énemli derecede artarak bakteriye
zarar verir. Bu sakincanin giderilmesi igin kuru silikajel
iceren tuplerin 6nce buz banyosunda sogutulmasi,
sonra yagsiz sut kdltdrinin ilave  edilmesi
6nerilmektedir [5, 6].
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Silikajelde kurutmanin bir baska uygulamasinda ise;
6nce 150 mm’lik vidali kapakli tlpler silikajel veya susuz
kalsiyum sUlfatla yariya kadar doldurulur. Uzerine bir
dlzine porselen boncuk ve gevsek bir cam yinl de
tiplere konulduktan sonra sterilize edilen tipler
desikatdre alinarak sogutulur. Alternatif olarak boncuklar
Once alevde isitiip, ardindan steril tiplere de ilave
edilebilmektedir.  Stok  yapilacak  mikroorganizma
kiltirinden birka¢c 6ze alinarak porselen boncuklarin
Uzerine yayilir ve boncuklar oda sicakhginda hizli bir
sekilde Kkurutulur. Burada cam ylUnlG yidzey alaninin
artmasini saglamaktadir. Daha sonra cam boncuklar
tlplere yerlestirimekte ve vidall kapakli tipler sikica
kapatiimaktadir. Yéntemin alternatifinde ise kultir
inokile edilen porselen boncuklar &éncelikle vakum
altinda kurutulur ve iginde uygun bir sivi ortam bulunan
tipin igine yerlestiriimesi seklinde uygulanmaktadir. Bu
yontemle muhafaza edilen Staphylococcus aureus,
Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa gibi pek
¢ok kdltir 10 aylik depolama sonrasinda bile canlihigini
koruyabilmektedir [7].

Jelatinde Kurutma

Bu ybéntemde 6nce bakteriler uygun bir besiyerinde
aretilir ve kdltlr, besiyerinden ayrildiktan sonra yogun
bir bakteri siispansiyonu elde edilir. Bu slispansiyondan
sicakligi 30°C'a ayarlanan Nutrient Jelatin besiyerine
(Nutrient Broth + %10 (w/v) jelatin) ekim yapilir ve
bakteri sayisi yaklasik 10" adet/mL oluncaya kadar
30°C 'de inkiibasyona birakilir. Bu sekilde elde edilen
kiltlr Petri kutularindaki steril mumiu kagit (Uzerine
pastor pipeti ile damlatilir. Mumlu kagit disk yoksa Petri
kutulari silikon ile sivanir. Nutrient Jelatin kiltdrleri daha
sonra vakum desikatdre alinir ve burada kurutulur. Vida
kapakli tuplere alinan diskler yine vakum desikator
icinde buzdolabina yerlestirilir. Nutrient Jelatin besiyeri
hazirlanirken %0,25 (w/v) askorbik asit ilave edilmesi ve
hazirlanan besiyerlerinin hazirlandiktan hemen sonra,
taze olarak kullaniimasi gerekmektedir [4].

Kendini (0z) Kurutma

Mikroorganizmalarin muhafazasi amaciyla kullanilan
¢ogu yéntemde, oldukga spesifik muhafaza sistemlerine,
¢ok sayida teknik ekipmana ve dislk sicaklikia
depolama ortamlarina ihtiyag duyulmaktadir. Ayrica
kiltr koruma yontemleri etkili ydntemler olmakla
birlikte, genellikle maliyeti yiksek, teknik donanim ve
bilgi isteyen yéntemlerdir. Bu nedenle daha pratik ve
ekonomik ydntemler gelistirme konusunda yapilan
arastirmalar slregelmektedir. Bu arastirmalarin bir
tanesinde Hays ve ark. 2005 yilinda yaptiklar arastirma
sonucunda prokaryotik  hicrelerin  uzun dbnem
muhafazasinda kullaniimak Gzere yeni bir kiltlr koruma
yontemi tanimlamiglardir. Yontem kurutma boyunca
canliigi maksimum dlzeyde tutmak igin hicreler
Uzerinde en az stresi yaratacak, hizli bir kurutma sistemi
ile kombine edilmistir. Bu sistemde bakteri
stspansiyonundan 1 pL alinarak, énceden kurutulmus
aktif kdmUr kumasgi matriksine inokile edilir. Aktif kémur
kumasi, viskoz ve suni bir ipek kumasin oksijensiz
karbonizasyonu ile Uretilmektedir. Aktif kdmUr kumasi,
¢ok buylk bir ylzey alanina ve ylksek gecirgenlige
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sahip olan bir kumas tirtddr. Mikroorganizmalar bu
genis  ylzeylere tutundurulmakta ve muhafaza
gergeklestiriimektedir.  Aktif  kémir kumasi islem
sonrasinda depolanabilmekte ve yeniden
kullanilabilmektedir. Bu basit ve kolay uygulanabilir bir
yéntem olup, hazirlk asamasinda ve kurutma
sonrasindaki gereksinimleri tamamen ortadan
kaldirmaktadir [2].

Bu yéntem kullanilarak yapilan bir galismada standart E.
coli susu 4, 20 ve 30°C’lerde 390 gUnlik depolama
sonunda basarili bir sekilde yeniden aktif hale
getirilebilmistir. ilk inokilasyon orani 1,1x10? kob/uL olan
hiicrelerin verilen sicakliklarda sirasiyla %20, %6 ve
%0.1 oraninda canliliklarini  strddrebildikleri  tespit
edilmistir. Bu oranlar, oldukga énemli bir canlilik kaybi
oldugunu gdéstermekle birlikte, kultir koleksiyonu igin
gerekli olacak sayida hicre  yeniden  geri
kazanilabilmektedir [2].

ALTERNATIF KURUTMA YONTEMLERI

Galismanin bu béliminde, mikroorganizma kaltirlerinin
korunmasi ve koleksiyon olusturulmasi konularinda son
yilllarda 6n plana ¢ikan teknikler ele alinmigtir. Bu
yontemler genellikle teknik donanim ve 6zel alet-
ekipman gerektirmekle birlikte, yiksek hacimlerde ve

sUrekli kurutmaya olanak sagladiklar igin &zellikle
endustriyel uygulamalarda yaygin olarak
kullaniimaktadir.

Puskiirterek Kurutma

Pasklrterek  kurutma tekniginde nemli hammadde,
kurutma odasina yiksek bir hiz ve basingla
puskirtiimekte ve islem sonunda granul halinde
kurutulmus Uriin  elde edilmektedir. Odanin icinde
dolasan havanin sicakhg 200°C’ye kadar
¢lkabilmektedir. Ydéntem, mikroorganizmalarin

muhafazasi amaciyla kullanildiginda, benzer sekilde sivi

klltdr, bir atomizerden gegirilerek, 150-200°C
sicakligindaki sicak odaya yuksek bir hizla
puskdrtilmekte ve islem sonunda 10-200 mikron
blyukliginde dehidre kiltir elde edilmektedir.

Puskarterek kurutma yénteminin patenti 1872 yilinda
Samuel Percy tarafindan alinmistir. Bu yéntemin
mikroorganizmalarin muhafazasinda kullanimi ile ilgili
yapiimig cok sayida arastirma bulunmaktadir [8, 9].
Proses, mikroorganizmalar igin ilk olarak 1914 yilinda
Rogers adll arastiricinin  kurutulmus  laktik  asit
bakterilerinin elde edilmesi ¢alismalarinda kullaniimistir.
Son zamanlarda ise nispeten ekonomik bir ydntem
olmasi sebebiyle laktik asit bakterileri ve probiyotiklerin
muhafazasinda daha siklikla kullaniimaya baslanmistir
[3].

Starter kultUrlerin muhafazasinda en fazla kullanilan
teknik olan liyolifilizasyona kiyasla puskirterek kurutma
yOntemi enerji maliyetleri daha distk oldugu igin
ekonomik bir yéntem olarak kabul edilmektedir.
Plskurterek  kurutma ydnteminin dider avantajlari
yiksek hizda kurutma yapilmasina ve surekli kurutma
islemine olanak saglamasidir. Bu avantajlara ragmen
puskirterek kurutma ybéntemi bazi olumsuzluklar
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nedeniyle liyofilizasyon kadar yaygin kullanim alani
bulamamistir. Bunun nedeni kurutma islemi slresince
mikroorganizmalarin yiksek oranda canliligini yitirmesi,
kiltdrlerin ~ depolama  suUresince  duslk stabilite
gbstermesi  ve rehidrasyon sirasinda meydana
gelebilecek gugliikler olarak belirlenmistir [10].

Puskarterek kurutma ydnteminde partikullerden nemin
ugurulmasi ve kuru pargaciklarin olusumu sirasinda
sicakllk ve hava akimi sartlarn kontrol altinda
tutulmaktadir. Proses kosullari ve kurutucularin dizayni
son uUrinun spesifik ve kurutma 6&zeliklerine gobre
belirlenmektedir.  Plsklrtmeli  kurutma  sistemleri;
besleme pompasi, atomizer, havay! isitan fanlar, hava
dagitici, kurutma odasi ve Urinin sistemden alinmasi,
tasinmasi, paketlenmesi ile havanin sistemden
atilmasini saglayan alet ve ekipmanlardan olusmaktadir.
Pusklrtmeli  kurutucularda  kullanilan  atomizerler
kullandiklari  enerji tartine gbére 4 grup altinda
toplanabilmektedir. Bunlar; santriftlj, basing, hareket ve
sonik atomizerlerdir [10].

Laktik asit bakterilerinin puskirterek kurutma yontemi ile
muhafazasinda kdltlrlerin  canlihldini  kaybetmemesi
birgok faktére baglidir. Bu faktdrlerden ilki sicakliktir.
Genellikle kurutucu bélmenin i¢ sicakhd yikseldikce
hicrelerin canliligini kaybetme ihtimalinin de arttigi
bildiriimektedir. Ancak, sicaklik artisi ile inaktivasyon
orani arasinda direkt bir korelasyon yoktur ve sicakhgin
etkisi  disinilenden daha  azdir.  Bakterilerin
inaktivasyonunda daha ¢ok sicaklik-stire kombinasyonu
rol oynamaktadir. Cesitli arastirmacilar da piskirterek
kurutmadan sonraki ¢ikis sicakliginda meydana gelen
artiglarin - mikroorganizmalarin  canliigini  azalttigini
bildirmiglerdir. Mikrobiyal inaktivasyonda sicaklikla
birlikte rol oynayan diger bir parametre ise nem oranidir.
Plskurterek kurutmada sicaklik degisimi ve nemin
ugurulmasi oldukca hizli gergeklesmektedir. Buna bagli
olarak da cok hizli inaktivasyon meydana gelmekte
ancak, nem orani azaldikga inaktivasyon da
azalmaktadir[10].

Plskurterek kurutma ydntemi ile kurutulmus laktik asit
bakterileri ve probiyotiklerin canli kalma oranlarini
etkileyen bir diger parametre kurutucudan g¢ikis
sicakhgidir. Gikis sicaklidi, havanin i¢ sicaklidi, hava
akim orani, Uriin besleme orani, ortam kompozisyonu ve
zerreciklerin - buyukligine  baghdir.  Ancak, bu
degiskenlerin  hepsinin dnceden dogru bir sekilde
ayarlanabilmesi ¢ok glgtir, bu da kurutulmus kultdrlerin
canli kalma oranlarinda buydk farklilklara yol
acmaktadir.  Gogu  arastirmaci, disik  cikis
sicakliklarinda mikrobiyal hicrelerinin canliliklarinin
daha yiksek oldugunu bildirmiglerdir. Ozet olarak,
puskdirterek kurutma sirasinda 2 farkli mekanizma ile
inaktivasyon meydana gelebilmektedir. Bunlardan biri
sicaklik ile inaktivasyon, digeri ise dehidrasyon ile
inaktivasyondur. Bunlardan hangisinin daha tehlikeli
oldugu agik degildir; c¢inkd ikisi de ayni anda
gerceklesmektedir. DNA, RNA ve proteinler gibi bazi
makromolekiller, membranlar ve ribozomlar isi etkisi ile
zarar gérmektedir ama ribozomlar 1sil inaktivasyonda
mikroorganizmalarin  kritkk yapr taglandir.  GUnk
ribozomlarin deformasyonu sonucu hiicrelerin protein
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sentezleme mekanizmalari zarar gérmekte, dolayisi
canliliklarini  kaybetmektedirler. PuUskirterek kurutma
sirasinda hucrelerin canliik durumunu etkileyecek bir
diger faktér ise atomizerin basincidir. Basing belirli
degerleri astiginda hticrelerin 6limune yol
acabilmektedir[10].

Plskurterek kurutma ydnteminde atomizer sicakhdl ve
basincinin laktik asit bakterileri ve probiyotiklerin
canliligr tzerindeki etkisinin aragtirldigi pek gok galisma
vardir. Ornegin Fu ve Etzelin 1995 yilinda yaptiklari
arastirma sonucunda Lactococcus lactis hicrelerinin
puskdirterek kurutucuda kurutma slresince atomizerde
sicakliga maruz kalmasi hucrelerin zarar gérmesine yol
acmaktadir [11]. Lievense ve van't Riet (1994) yaptiklari
calismada atomizasyon basincinin bazi durumlarda
hiicrelerin Uzerinde negatif bir stres etkisi yaratarak,
hiicrelerin zarar gbérmesine ve kaybina yola agtigini
bildirmistir [12]. Riveros ve arkadaslar ise 2009'da
yaptiklari g¢alismada pdskirterek kurutma isleminde
atomizerde uygulanan basincin 100 kPa’dan 50 kPa’a
dusurltlmesiyle Lactobacillus acidophilus hicrelerinin
canlilik oraninin arttigini bulmuslardir [13].

Kdalttrlerin pUskirterek kurutma ydntemiyle kurutulmasi
ve ardindan depolanmasi sirasinda starter kultlrlerin
korunmasi  amaciyla  kriyoprotektan  maddelerin
kullaniimas! yaygin bir uygulamadir. Koruyucu ajanlar
basit veya kompleks vyapida olabilmektedir. Farkli
sekerler (6rnegin, glikoz, fruktoz, laktoz, mannoz,
sukroz, sorbitol, adonitol, trehaloz), yagsiz slt, akasya
gami, monosodyum glutamat, nisasta ve oligosakkaritler
gibi bilesiklerin koruyucu ajan olarak kullanimlarina
iliskin pek ¢ok arastirma yapilmistir. Bulunan sonuglar
icinde en ¢ok gbze carpani fermente olabilen sekerlerin
kullanimi sonucunda agiga ¢ikan mannitol gibi
metabolitlerin kurutma sonrasinda hiicrelerin
canliliklarini arttirmasidir. Fermente olamayan sekerler
ise ortamin ozmotik basincini arttirmakta ve bu nedenle
ozmotik strese maruz kalan hicreler canliliklarini
kaybedebilmektedir [10].

Rehidrasyon iglemi, puskirterek kurutulmus laktik asit
kiltdrlerinin yeniden aktif hale getirilmesinde en kritik
asamadir. Rehidrasyon amaciyla kullanilan ¢ézeltiler ve
rehidrasyon sartlan kurutulmus mikrobiyel Kkdltlrlerin
canlihk oranini  etkileyebilmektedir. ~ Yapilan  bir
¢alismada 20°C’deki yagsiz siit, MRS broth, deiyonize
su ve fosfat tamponunun rehidrasyon ¢ozeltisi olarak
kullaniimasinin  hlcrelerin  canlilik oranlari arasinda
6nemli bir farklilda neden olmadigi belirtiimistir.
Rehidrasyon sicaklidi da sprey kurutma sonrasi
hiicrelerin canlilik oranlarini  etkileyebilmektedir [14].
Yapilan calismalar, rehidrasyon sicakliginin 4-50°C
arasinda  yukseltiimesiyle  Lb.  bulgaricus, S.
thermophilus ve B. longum hucrelerinin  canlilik
oranlarinin  dogrusal bir sekilde arttigini ortaya
koymustur [8].

Tdm kurutma ydntemlerinde oldugu gibi piskirterek
kurutma yénteminde de kurutma sonrasi kultlrin uygun
kosullarda muhafazasinin saglanmasi énem
tasimaktadir. Muhafaza kosullar denildiginde muhafaza
sicakligi, bagil nem, depolama yeri, 151k ve oksijen
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birikte ele alinmasi
Tim bu kosullarin  optimizasyonu
sonucunda, kaltGrlerin muhafaza siresi
uzatilabilmektedir. Puskirterek kurutma isleminde,
kurutma sonrasinda hicrelerin  canhlik  oranlari
azalmasina ragmen, bu ydéntem mikroorganizma
hicrelerinin muhafazasi igin endistriyel uygulamalarda
liyofilizasyon ile birlikte en fazla tercih edilen yéntem
olarak kabul edilmektedir [3].

miktart  gibi  faktdrlerin

gerekmektedir.

Akiskan Yatakli Kurutucularda Kurutma

Akigkan yatakll kurutucularda kurutma yéntemi, grandl
seklinde katilar igin uygun bir ydéntemdir. Bu yéntemin en
Onemli avantajlarindan biri, granile edilmis Grtnd bir
materyalle kaplayabilen bir piskirtiiciiniin sisteme ilave
olarak monte edilebilmesidir. Puskurtmeli kurutucular
gibi akigkan yatakli kurutucularda surekli endustriyel
proseslerde  kullanilabilmektedir.  Akiskan  yatakli
kurutucularda, kati Orlinin Uzerinde akiskan bir etki
yaratmak igin mekanik sallanma ve yukari akigl sicak
hava kullaniimaktadir. Urlnin bu iki hareket ile
etkilesimi sayesinde kurutulurken sabit kalmamasi, 1si
transfer katsayisinin yikselmesine ve ayni zamanda iyi
bir karigim saglanip tekdize bir kurutma isleminin
gergeklesmesine yardimci olmaktadir. Akiskan yatakl
kurutma islemlerinde kullanilacak sicaklik ve hava debisi
Oncelikli olarak belirlenmesi gereken parametrelerdir.
Kurutma islemi 30-40°C’'de yaklasik 20 dakikada
gergeklestirilebilmektedir. Akiskan yataklh kurutucularla
mikroorganizma  kaltdrlerinin -~ korunmasi  amaciyla
yapilan sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir [3].

Larena ve arkadaglari 2003 yilinda yaptiklari ¢alismada
Penicillium oxalicum kiftinun liyofilizasyon, plsklrterek
kurutma ve akiskan yatakll kurutucularda kurutulmasi
sirasindaki canhliklarini kiyaslamiglardir. Arastirmada
liyofilizasyon ve akigkan yatakli kurutucularda kurutma
sonucunda htcrelerin canliliklarinin %100 oraninda
korundugunu  saptamislardir.  Liyofilize  kdlttrlerde
kurutma sonrasi canhhdin korunmasi amaciyla bir
protektant  kullanilmasi  gerektigi tespit edilmis,
puskirterek kurutma isleminde ise 80°C’yi asan ¢ikis
sicakliginda mikroorganizma  Kkdltirlerinin  yalnizca
%20’sinin canl kalabildigi belirlenmistir. Akiskan yatakl
kurutucularda kurutulan kultirler oda sicakhdinda 30
gln muhafaza edildiklerinde hicrelerin %100’Gnin canh
kaldiklari ancak, 60 gin sonunda bu oranin %40’a
distligl ve bu oranin 180 gin boyunca sabit kaldig

tespit edilmistir. Bu sonucglara gbére arastirmacilar
Penicillium  oxalicum  klltdrlerinin -~ uzun  dénem
muhafazasinda akigkan yatakl kurutucularda

korunmasinin liyofilizasyon ve sprey kurutmaya oranla
canlilk kayiplari agisindan daha etkili oldugunu rapor
etmiglerdir [3,15].

Yukarida belirtilen avantajlarina ragmen akiskan yatakl
kurutucularda  kurutma  ybéntemi, liyofilizasyon ve
puskirterek kurutma kadar endUstriyel uygulamalarda
yaygin olarak  kullanilmamaktadir. Ancak canlh
mikroorganizma sayisinin énemli oldugu ve canlihgin
uzun sdre korunmasinin hedeflendigi uygulamalarda
alternatif bir ybéntem olarak potansiyelini korudugu
belirtimektedir [3].
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Képiik Kurutma

Képlk kurutma ilk olarak, 1996 yilinda Bronshtein
tarafindan Onerilen, koruyucu ajan olarak seker
matrislerinin kullanildigr ve hicre stspansiyonlarinin
mekanik ydntemle stabil kuru kdpiklere dénistlrildigu
yeni bir kurutma yéntemidir. Bu kdpuUkler, vitrifikasyon
olarak adlandirilan bir proses sayesinde vakum altinda
kaynatilarak olusturulmaktadir. Vitrifikasyon prosesi ile
bir sividan dogrudan hareketsiz, amorf ve kristal yapida
olmayan, cam kopukler elde edilmektedir. Kopikler
olusturulduktan sonra ortam sicakligindaki
stabilitelerinin arttirlmasi amaciyla yiksek sicakliklarda
kurutma islemine tabi tutulur. Bu proses, dondurmaya
duyulan gereksinimi ve dondurma ile meydana gelecek
sakincali durumlari ortadan kaldirmaktadir. Diger benzer
buharlagsma tekniklerinin ticari olarak uygulanabilirligi
uzun zaman alyor ve blylk  hacimlerde
calisilamiyorken, képlk kurutma yénteminde biyuk
hacimlerle calismak mUmkindir. Ayrica bu proseste ig
kaynatma yapilmasi nedeniyle harcanan sire diger
yOntemlere gére daha azdir. Yéntemin bir diger avantaji
ise kurutma boyunca ylksek buhar basinci altinda
calisildigi icin aseptik bir ortam yaratiliyor olmasidir [3].

Bu yontem ile 37°C’nin Ustlindeki sicakliklarda
Lactobacillus acidophilus, Lactococcus lactis subsp.
cremoris ve E. coli gibi bazi gram negatif bakterilerin
%40 gibi bir hiicre kaybi ile stabil halde muhafaza
edilebilecegi bildirilmistir. %40’lik hiicre kaybi 6nemli bir
kayiptir ve kopUklerin 37°C’de hiicrelerin canliliklarini
istikrarli bir sekilde koruyamadigi ortaya ¢ikmigtir [3].

Zubaedah ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada yogurt
starter kaltdrd képik kurutma ydntemi ile muhafazaya
alinmistir. Muhafaza iglemi sirasinda kargilasilan en
Onemli guglik, hicrelerin canhilik oranini yiksek tutmak
amaciyla sicakligin dustk tutulmasi ve bu nedenle
kurutmanin daha uzun zaman almasidir. Galismada
starter ortamina yumurta beyazi eklenmesiyle hem
kurutma sUresi kisaltilmis, hem de hicrelerin canliik
orani arttirilmigtir. Galismada yumurta akinin %5, 10,
15, 20 ve 25 olmak Uzere 6 farkli konsantrasyonu 50°C
vakum altinda kdltirlerle muamele edilmis ve en uygun
konsantrasyon oraninin %15 oldugu bulunmustur.
Kurutma 3,16 saatte gerceklestiriimistir. Yumurta ve

sekerin  bir arada olmasi  képik  olusumunu
kolaylastirmigtir [16].
Vakum Kurutma
Vakum altinda kurutma, mikroorganizmalarin

muhafazasinda kullanilan diger bir kurutma yéntemidir.
Bu ybntemde kurutma bdlmesindeki basin¢g normal
atmosfer basincinin altinda bir degere disUriImuUstdr.
Vakum ne kadar arttinlirsa sicakllk da o derecede
dlisecektir. Bu yontem sayesinde hlcrelerin canliliklan
blylk oranda korunabilmektedir. Fakat maliyeti ylksek
bir ydntem olmasi sebebiyle yaygin bir kullanim alan
yoktur. Vakum altinda  kurutma, bakteri ve
bakteriyofajlarin  korunmasinda etkili ve pratik bir
yontemdir. Yéntemde dondurma olmaksizin kurutma
islemi gergeklestiriimekte ve kontaminasyonu 6nlemek
amaclyla tuplerin  agzinda  pamuk-yun  tipalar
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kullaniimaktadir. Kurutma kosullari sicaklik, vakum ve
Orneklerin nem degerlerinin Olctlmesiyle
degerlendiriimektedir. Yapilan &lcimler sonucunda
pamuk-yUn tipanin bir tampon ve kurutucu olarak islev
gbrdigu  bulunmustur. Bdéylece d&rnekler depolama
boyunca optimal kosullara ulasmaktadir. Bu yéntemin
6nemli bir avantajl da kurutma boyunca &rneklerin
sicakliginin 2-5°C arasinda olmasidir. Bu ylizden, suyun
evaporasyonu hizli gergeklestiriimekte ve kurutma
suresi de kisalmaktadir [17].

Vakum kurutma, hucrelerin uzun dénem muhafazasi igin
bir uygun bir yéntemdir. Bakteri kiltir( slispansiyonlari
dustk sicakliklarda muhafaza edilen, bir kondansatér ve
manifolda bagh kigtk ampuller icinde hazirlanmaktadir.
Yénteme gbre manifold acgildiinda ve ampdillerin
icindeki basin¢g hizla distigu icin ampdllerdeki su
kaynamakta, bakteriler ise sogumaktadir. Katirde
bulunan su distk sicaklik ve basingta bakterilerden
uzaklastinip kondansatérde toplanmaktadir.
Ampullerdeki su icerigi stabil hale geldikten sonra,
vakum altinda kuruma tamamlanip kultlrler muhafazaya
alinmaktadir. Bu iglemde ampullerin basincinin,
kondansatér sicakligindaki suyun buhar basincindan
daha yuksek olmasi gerekmektedir [18]. Vakum
kurutma, pahali bir yéntem olmasi sebebiyle yaygin
olarak kullaniimamaktadir. Ancak mikroorganizmalarin
uzun dénem muhafazasinda oldukga etkili olup,
hiicrelerin en az zarar gérdiiga yéntemler arasinda yer
almaktadir.

SONUC

Kurutma yoéntemi, mikroorganizmalarin en temel
ihtiyaglarindan biri olan suyun ugurulmasina dayanan bir
kiltdr koruma yéntemidir. Mikroorganizmalarin kurutma
yontemiyle korunmasi, test edilmis teoriler ve
gergeklerden ziyade deneysel testlere dayali olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Literatlrde farkh tirler ve hatta ayni
tire ait farkh suslar igin bile farkl ydntemler
tanimlanmaktadir. Kumda kurutma, kagit disk (zerinde
kurutma, jelatin ve silikajelde kurutma, kendini (62)
kurutma gibi basit kurutma ydntemlerinin yani sira sprey
kurutma, akiskan yatak kurutucularda kurutma, kopuk
kurutma ve vakum altinda kurutma gibi alternatif
kurutma yéntemleri bunlardan en ¢ok 6ne c¢ikanlardir.
Uygulanan bu ydntemlerden her birinin kendine 6zgi
avantajlari ve dezavantajlari vardir. Fakat ekonomik
olarak uygun, kolay uygulanabilir, mikroorganizma
canlihginin maksimum diizeyde korundugu ve hiicrelerin
geri kazaniminin yiksek oldugu yéntemler daha ¢ok
tercih edilmektedir. Daha ucuz, kullanigl, karmasik
sistemlere  ihtiyag  duyulmayan vyeni ydntemler
gelistirebilmek amaciyla arastirmalar devam etmektedir.
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