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MIKRODALGANIN MAYA HUCRELERININ CANLILIGI UZERINE ETKISI

Meltem CELIKDEMIR', Serap GEDIKLI', Pinar AYTAR', Gokhan GUNGORMEDI', Ahmet CABUK?

OZET : Bu calismada, Geotrichum candidum ve Candida albicans hiicre siispansiyonlart mikrodalgaya
maruz bwrakilmistir. Farkli maruz kalma siiresi, baslangic maya hiicre konsantrasyonu ve c¢esitli
mikrodalga giiclerinde inaktivasyonun derecesi diizenli olarak karsilastirilmigtir. En fazla mikrodalga
etkisi; C. albicans i¢in 30 saniye, 1x10" baslangic maya hiicre konsantrasyonu ve 600 W mikrodalga
uygulamasi ile elde edilmistir. G. candidum icin ise 60 sanive, I1x10" baslangic maya hiicre
konsantrasyonu ve 600 W mikrodalga uygulamasi ile elde edilmistir. Deneysel veriler, denenen maya
hiicreleri i¢in mikrodalganin uygulama sirasinda olusan sicaklik nedeni ile oldiiriicii etki gésterdigini

ortaya koymaktadir.

ANAHTAR SOZCUKLER : Mikrodalga, Geotrichum candidum, Candida albicans.

EFFECT OF MICROWAVE TO VIABILITY OF YEAST CELLS

ABSTRACT : In this study, cell suspension of Geotrichum candidum and Candida albicans were exposed
to microwave. The degrees of inactivation by the various exposure time, initial yeast cells amount and
different power of microwave were compared systematically. Maximum efficiency of microwave was
observed at 30 sec of exposure time, 1x10" of initial yeast cell concentration, and 600 W of microwave
power for C. albicans, 60 sec of exposure time, 1x10" of initial yeast cell concentration and 600 W of
microwave power for G. candidum. Experimental data shows that microwaves apparently produced

lethal effects on the examined yeast by heat generated during microwave exposure.
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Mikrodalganin mikroorganizmalar iizerine etkisi yaklasik yiliz yildir arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir

1 . Giiniimiizde gida sektoriinden gesitli endiistriyel uygulamalara, tiptan kozmetige kadar genis kullanim
alan1 bulan mikrodalga firinlar giinliik yasamda da 6nemli bir yere sahiptir. Gida sektoriinde agirlikli
olarak gidalarin mikrobiyal yiiklerinin azaltilmasinda mikrodalgadan yararlanilmaktadir [2]. Endiistride
mikrodalga en ¢ok sanitasyon ve sterilizasyon amaciyla tercih edilmektedir. Yapilan birgok calisma ile
mikrodalganin mikroorganizmalar iizerine inhibisyon etkisi oldugu ortaya konmustur. Ancak mekanizma
tam olarak aydinlatilamamistir [3-7]. Bazi arastirmacilara gore mikrodalganin mikroorganizmalarin
canliligi iizerine olan olumsuz etkisi mikrodalgaya maruz kalma siirecinde, olusan sicaklik artigina
baglanmaktadir [8-10]. Mikrodalga etkisi ile olugan sicakligin etkiledigi mikroorganizma tiirlerine 6rnek
olarak, Escherichia coli, Streptococcus faecalis, Staphyloccocus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella sp.,
Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis, Listeria spp., Saccharomyces cerevisiae ve Clostridium
perfringens verilebilir [10-18]. Diger yandan, Olsen vd’ne gore Aspergillus niger ve Penicillium sp.
sporlarinin mikrodalga ile inaktive olduklarini ancak burada herhangi bir sicaklik artigina rastlamadiklari
ve dolayisiyla bu inaktivasyonun sicaklik ile iliskilendirilemeyecegi yoniinde bulgulart bulunmaktadir
[16].

Mikrodalganin canlilik iizerine etkisi sadece sicaklik artist nedeni ile olmamakla birlikte mikrodalga
isinlarin su molekiillerinin dipolar yapisini degistirmesiyle ortamdaki hiicrelerin DNA kompozisyonu da
bozulmaktadir [5]. Mikrodalga aktivasyonu temiz teknoloji alaninda kuru ortamlarda yeni bilesiklerin
sentezlenmesi siirecinde uygulama alani bulmaktadir. Son yillarda organik kimyada madde sentezinde
mikrodalga giivenli ve pratik uygulama olanagi sagladigindan tercih edilmektedir [6].

Bu calismada, Geotrichum candidum NRRL Y 552 ve Candida albicans CBS 562 iizerine mikrodalga

inhibisyonunun gézlemlendigi optimum kosullar belirlenmistir.

II. MATERYAL ve YONTEM

11.1. Mikroorganizma ve Kiiltiir Kosullart
Arastirmada Geotrichum candidum NRRL Y 552 ve Candida albicans CBS 562 maya kiiltiirleri
kullanmilmistir. Mikroorganizmalar malt 6ziitii broth (Merck) besiyerinde 30 C’de 48 saat inkiibasyona

birakilarak aktiflestirilmis ve bu kiiltiirler calismada kullanilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda érnekler
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steril fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi iceren tiiplerde seyreltme yapilarak hiicre sayist seyreltme plaka teknigi

ile yapilmistir.

11.2. Optimizasyon Calismalari

Mikrodalganin denenen maya 6rnekleri iizerinde en etkili oldugu kosullart belirlemek amaciyla bir dizi
optimizasyon galismasi yapilmistir. Oncelikle siirenin etkisini belirleyebilmek i¢in aktiflenen hiicrelerden
2 ml almarak kapakli tiiplere konulmustur. Bu tiipler, siirenin etkisini belirleyebilmek i¢in 5, 10, 15, 30,
45 ve 60 sn siire ile 360 W giiclinde mikrodalgaya maruz birakilmistir. Mikrodalganin denenen maya
hiicrelerinin canlilig1 {izerine etkisini belirlemek iizere malt agar plaklarina 100 | mikrodalgaya maruz
kalmis kiiltiir sivisi konularak yayma plaka yontemiyle ekim yapilmistir. Plaklar 30 C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Mikrodalgaya maruz birakilmadan 6nce ve maruz birakildiktan sonra koloni
sayimlari yapilmistir.

Belirlenen optimum maruz kalma siiresi sabit tutularak, mikrodalga firinin giicii 90, 360 ve 600 W
seviyelerinde degistirilerek denenen mayalarin canlilig1 tizerine mikrodalga giiciiniin etkisi arastirilmistir.
Denemede kullanilan her iki maya 6rnegi igin canlilik sayimlar1 yukarida anlatildigi bigimde yapilmistir.
Mikrodalgaya maruz birakilan mayalarin baglangi¢ hiicre konsantrasyonunun etkisini belirleyebilmek i¢in
farkli baglangi¢ hiicre miktarlar1 denenmistir. Daha 6nce belirlenen parametreler sabit tutulmustur.

Tiim denemeler 3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Kontrol olarak mikrodalga ile muamele edilmemis

aktif kiiltiirler kullanilmistir.

11.3. Mikrodalgamin Etki Seklinin Belirlenmesi

Belirlenen optimum kosullarda her iki maya 6rnegi igin, sicakligin etkisinin olup olmadigini belirlemek
amactyla mikrodalga uygulamas sirasinda ortamdaki sicaklik degisimleri termometre ile takip edilmistir.
Ayrica mikrodalgaya maruz kalan hiicrelerin canliliklarinin devam edip etmedigi metilen mavisi boyama
yontemi ile kontrol edilmistir.

Mikrodalganin hiicre duvarina ve hiicre DNA’sma zarar verdigi bilinmektedir. Bu bilgilerden yola
cikarak optimum kosullarda yapilan denemelerde kiiltiir sivisinda protein tayini ve ortamda bulunabilecek
niikleik asitlerin varligi takip edilmistir. Kiltir sivisinda niikleik asitlerin varligi 260 nm’de yapilan
6l¢iimler (UV-VIS Spektrofotometre, Shimadzu) ile takip edilmistir. Protein tayini Bradford yontemine
gore yapilmistir. Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brillant blue G-250, negatif bir yiike
sahiptir ve protein iizerindeki pozitif yiike baglanir. Standart grafik hazirlandiktan sonra alian

orneklerden 80’er pl alinarak saf su ile 100 ul’ye tamamlanmis ve iizerlerine 5’er ml renklendirme
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reaktifi ilave edilmistir. Reaksiyon siiresi sonunda 595 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Standart

grafikten yararlanilarak protein miktarlari belirlenmistir [19].

III. TARTISMA ve SONUC

G. candidum NRRL Y 552 ve C. albicans CBS 562 maya hiicreleri iizerine mikrodalgaya maruz kalma
stiresinin etkisini gosteren Sekil 1’den de goriilebilecegi gibi mikrodalgaya maruz birakilan maya
hiicrelerinin sayisinda gegen siireyle birlikte nemli bir azalma olmustur.

Kisa siirede elde edilen inaktivasyon, endiistrinin bu alanda gereksinim duydugu 6nemli bir asamadir.
Ancak burada 6nemli bir etken de denemede kullanilan hacimdir. Endiistriyel uygulamalar igin istenilen
hacimde denemeler yapilmasi gerekmektedir. Burada belirtmek gerekir ki, farkli siirelerde yapilan
mikrodalga uygulamasi sirasinda es zamanli olarak ortamdaki sicakliginin degisimi de takip edilmistir.
Artan siire ile sicakligin da artif1 goriilmiistiir (Sekil 2). Bu durum mikrodalganin denenen mayalarin
canliligr tlzerine olan olumsuz etkisinin sicaklikla da iligkilendirilebilecegini disiindiirmektedir.
Mikrodalga uygulamalarinda artan sicakligin mikroorganizmalarin canliligi iizerinde olumsuz etki
gosterdigi yoniinde ¢alismalara literatiirde de rastlanilmaktadir [5, 9, 17].

Belirlenen optimum siireler sabit tutularak, her iki maya kiiltiirii farkli giiglerde mikrodalgaya maruz
birakilarak, mikrodalganin giiciiniin maya hiicrelerinin canlilig1 iizerine olan etkisi arastirilmistir.
Beklenildigi iizere, canliligin en fazla etkilendigi mikrodalga giicii, denemede kullanilan en yiiksek
mikrodalga giicii (600 W) olarak belirlenmistir (Sekil 3).

Mikrodalganin baglangi¢ maya konsantrasyonuna etkisini degerlendirmek amaci ile mikrodalgaya maruz
kalma siiresi G. candidum igin 60 sn, C. albicans i¢in 30 sn ve mikrodalga gii¢c seviyesi 600 W sabit
tutularak, baslangi¢ maya hiicre konsantrasyonu 1x10*/ml ile 1x10'*/ml arasinda degistirilmistir. Sekil
4’ten de goriilebilecegi gibi, baslangic maya konsantrasyonunun artmasi mikrodalganin etkinligini
azaltmaktadir.

Optimizasyon ¢aligmalart sonucunda, G. candidum NRRL Y 552 i¢in 60 saniye maruz kalma siiresi, 600
W mikrodalga gii¢ seviyesi ve 1x10'? baslangi¢ hiicre sayisi optimum olarak belirlenirken, C. albicans
CBS 562 igin, 30 saniye maruz kalma siiresi, 600 W mikrodalga gii¢ seviyesi ve 1x10%/ml baslangig hiicre

sayis1 optimum olarak belirlenmistir.
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Mikrodalga ve sicakligin mikroorganizmalara etkisi ile niikleik asit ve proteinlerin hiicre disarisina ¢iktig
ve kiiltiir sivisinda bulunabilecegi bilinmektedir. Bu nedenle, mikrodalgaya maruz birakilan hiicrelerden,
kiiltiir stvisina piirin, pirimidinler ve proteinler salinabilmektedir [9,17]. Niikleik asitlerin bir ¢ozeltideki
varligini belirleyebilmek igin 260 nm dalga boyunda yapilan 6l¢iimler kontrol gruplari ile karsilastirilarak
yapilmistir. Her iki maya hiicresi igin spektrofotometrede yapilan &lglimler sonucunda herhangi bir
absorbans farkliligma rastlanilmamistir. Bu sonuglar bize mikrodalgaya maruz birakilan her iki maya
hiicresi igin DNA iizerine bir etki olugsmadig: fikrini vermektedir. Benzer bigimde mikrodalga etkisi ile
hiicre duvarinda meydana gelen hasar, sitoplazmadaki proteinlerin kiiltiir sivisina ge¢mesine neden
olmaktadir. Bu nedenle kiiltiir sivisinda protein tayinleri yapilmistir. Kontrol grubu olarak mikrodalgaya
maruz birakilmayan maya hiicreleri kullanilmistir. Kontrol ve deneme gruplarinda yapilan dl¢ctimlerde
protein miktar1 agisindan herhangi bir farklilik gézlenmemistir. Bu sonuglar, her iki maya hiicresi igin,
hiicre duvarinda protein salinimmna neden olabilecek diizeyde bir hiicre duvari hasari olusmadigini
gostermektedir. Prokaryotlar ve okaryotlar gerek yapisal gerekse fizyolojik farklilik gosterdiginden

mikrodalganin etki mekanizmasi da farklilik gosterir [18].

1,00E+09
—g=— (. candidum
1,00E+08 -

1,00E+07 ‘\_‘:\\\ == C.alhicans
1,00E+06 \

1,00E+05 \‘_\\‘

1,00E+04 \ \

1,00E+03 \ \
1,00E+02 \\ \

1,00E+01 —

1,00E+00

Canl hiicre sayimi {leg cfu/ml)

5 10 15 30 45 60

Sire (Saniye)

Sekil 1. Mikrodalgaya maruz kalan maya hiicrelerinin gegen siireye gére sayisal
degisimi(Calisma kosullari: 360 W, 1x10%/ml hiicre yogunlugu,).
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Sekil 2. Mikrodalga firinda artan siire ile birlikte sicaklik degigimi.
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Sekil 3. Mikrodalga giictiniin maya hiicrelerinin sayisal degisimi iizerine etkisi (Calisma kosullari: Maruz
kalma siiresi: G. candidum icin 1 dk, C.albicans i¢in 30 sn, 1x10%ml hiicre yogunlugu).
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Sekil 4. Farkli baslangic maya hiicre konsantrasyonlari iizerine mikrodalganin etkisi (Calisma kosullari:
Maruz kalma siiresi: G. candidum i¢in 1 dk, C.albicans i¢in 30 sn, mikrodalga giicii: 600 W-her
iki maya igin).

Temel olarak mikrodalga etki mekanizmasi ortama elektromanyetik enerji salmigina dayanir. Canli
sistemlerde hiicre zar1 gibi yapilar elektriksel degisikliklere olduk¢a duyarlidir. Ozellikle sinir hiicreleri
gibi spesifite gosteren hiicrelerde etki daha belirgindir. Mikrodalga dkaryot hiicre membran kanallarim
etkileyerek hiicrelerin hayati islevlerine zarar verir. Literatiirde mikrodalga etkisinin sicaklikla ilgili
olmayabilecegi yoniindeki bulgular ile sicakligin da etkili olabilecegini destekleyen sonuglar
degerlendirildiginde, mikrodalganin hiicreler iizerine birincil etkisinin elektromanyetik alandan
kaynaklandigin1 gostermektedir. Sicaklik artis1 ise dolayl bir etki olarak degerlendirilmektedir [20-22].
Her iki maya hiicresi i¢in belirlenen optimum kosullarda yapilan denemeler sonunda hiicreler metilen
mavisi ile boyanarak canliliklarinin devam edip etmedigi kontrol edilmistir. Bilindigi gibi canli maya
hiicreleri metilen mavisi ile boyanmaz iken, 6lii maya hiicreleri boyanmaya direncin ortadan kalkmasi
nedeni ile metilen mavisiyle boyanir. Segilen optimum kosullarda mikrodalgaya maruz birakilan her iki
maya hiicresinin de metilen mavisi ile boyandigi goriilmektedir. Bu durum bize segilen optimum
kosullarda yapilan mikrodalga uygulamasinin G. candidum NRRL Y 552 ve C. albicans CBS 562
hiicreleri lizerinde 6ldiiriicii bir etki gosterdigini kanitlamaktadir.

Patel vd. tarafindan yapilan bir ¢alismada sicakliga dayali olmayan mikrodalga kullanilmistir. Istya karsi
hassas ¢esitli medikal {irlinlerin lizerine tutunmus E. coli ve S. aureus drnekleri 30 sn’lik siirelerle {i¢ defa
mikrodalgaya maruz birakilmis, ilk muamelede belirgin bir etki goriilmezken iigiincii muamele sonrasinda

E. coli lizerinde %98,4; S. aureus lizerinde %95,25 oraninda etki saglanmustir [23].



Meltem CELIKDEMIR, Serap GEDIKLI, Pinar AYTAR, Gokhan GUNGORMEDI, Ahmet CABUK

Sicakliga dayali mikrodalganmn kullanildigi bu ¢alismada ise mayalarda, ilk muamelede 30 sn ve 1 dk.

gibi kisa siirede biiyiik ol¢iide etki saglanmistir. Yapilan aragtirmalar mikrodalganin mikroorganizmalar

iizerine kisa siirede 6liimciil etki gosterdigine isaret etmektedir [23].

Bu ¢alismadan elde edilen veriler her iki maya hiicrelerinin canlilig1 iizerine mikrodalganin statik bir etki

yaptigini ve bunun sicaklikla iligkilendirilebilecegini gostermektedir.
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