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Cig siitiin mikrobiyolojik kalitesi ve lipaz enzim aktivitesinin belirlenmesi
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Ozet: Sagimdan sonra siitler cogu zaman biiyiik isletmeler tarafindan hemen kullanilmamakta ve belli bir siire bekletil-
mektedir. Is1 islemi uygulanmamus siitlerde mikrobiyel aktivite yaninda lipaz aktivitesi de artmakta ve kaliteyi olumsuz
yonde etkilemektedir. Bu ¢calismada yeni sagilmis taze ¢ig siit 6rnekleri, soguk zincir altinda en kisa siirede laboratuvara
getirilerek iki gruba (A: 4+ 1 °C” de muhafaza edilen grup, B: 21+ 1 °C’ de muhafaza edilen grup) ayrilmistir. Ornekler
muhafaza oncesi (0. saat) ile muhafazanin 2., 4., 6., 8., 12., 24. 48. ve 56. saatlerinde mikrobiyolojik (toplam psikrofil
aerob bakteri (TPAB), lipolitik bakteri (LB), laktik asit bakterileri (LAB) ve Pseudomonas spp.) ve kimyasal (lipaz en-
zim aktivitesi ve pH) acidan incelenmistir. Caligma 6 tekrardan olugmustur. Sonugta mikrobiyel yiik her iki grupta (A ve
B), 0. saat ile 8. saat arasinda hizla artmigtir. Muhafazanin 8. saatinde A ve B grubu &rneklerde Lipolitik bakteri sayist
strastyla 5 ve 7,7 kob / ml olarak tespit edilmistir. Pseudomonas spp. sayisi ise muhafaza siiresince artis gdstermis, ancak
0-10. saat arasindaki artis daha hizli olmustur. Toplam psikrofil aerob bakteri yiikii ise A ve B grubu arasinda istatistiki
olarak en belirgin fark 10. saatte gézlenmistir (p<0.05). Laktik asit bakteri sayisinda A ve B grubu arasinda 8. saatten
sonra istatistiki olarak daha anlamli artiglar gortilmiistiir (p<0.05).

Anahtar kelimeler: Cig siit, lipaz aktivitesi, mikrobiyolojik kalite.

The detection microbiological quality and lipase activity of raw milk

Summary: The milk is not immediately use by large enterprises, after milking and certain period of time on hold. The
heat treatment not applied milk increase microbial activity also lipase and negative effect to the quality. In this study, the
new milking of fresh raw milk samples divided in two groups (A: 4+ 1 °C, B: 21+ 1 °C at storage group) which brought
under cold chain. The samples were investigated microbiological (total psychrophile aerobe bacteria (TPAB), lipolitic
bacteria (LB), lactic acid bacteria (LAB) and Pseudomonas spp.) and chemical (lipase activity and pH) in storage at
hours 2nd, 4th, 6th, 8th, 12th, 24th, 48th ve 56th with before storage (0. hours). The study were repeated at 6 times. The
number of hours of group A and B samples, respectively 5 and 7.7 lipolytic bacteria cfu / ml, respectively at 8th hours.
Pseudomonas spp. increased number of storage period, but 0-10th between the time the increase was more rapid. The to-
tal psychotropic bacterial load statistically most significant difference between groups A and B, at 10th hours (p <0.05).
Lactic acid bacteria group A and B showed a statistically significant increase in after 8th hours (p <0.05).

Key words: Raw milk, lipase activity, microbiological quality.

Giris

Siit, genis anlamda, biitiin memeli hayvanlarin yav-
rularindan sonra meme bezlerinde olusturduklari
biyolojik sivi olarak tanimlanir [13]. Siit teknolo-
jisinde “’¢ig siit” denildigi zaman; siit hayvaninin
memesinden muntazam araliklarla ve tam olarak
sagilan, sonra sogutulan, igerisinden herhangi bir
bilegeni alinmayan veya igerisine herhangi bir mad-
de ilave edilmeyen, islenmek iizere siit fabrikalarina
kabul edilen ve dnceden herhangi bir isleme tabi tu-
tulmamus siit anlasilmaktadir [7].

Aseptik kosullarda sagilan ve hemen analiz
edilen siitiin mililitresinde birkag yiiz bakteri bu-
lunurken, bir siire beklemis ve asitligi artmig 1 ml
stitteki bakteri sayis1 yiiz milyonlar1 bulur. Bakteri
sayisinin artisinda, sagilan siitiin bekleme stiresi ve
muhafaza sicaklig1 da biiyiik rol oynar [7].

Cig sitlin diisiik sicaklikta depolanmasi ile
mikrobiyal lipoliz 6nemli bir hale gelmistir [10].
Cig siitlin isleme tabi tutulmadan 6nce soguk hava
depolarinda bekletilmesi gibi siit endiistrisindeki
gelismelerle beraber; yiiksek pastorizasyon sicak-
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liklarindaki uygulamalar ve uzun raf omrii temo-
durik psikotroflarin 6nemine odaklanilmistir. Ayni
organizma i¢inde thermodurik ve psikrofilik 6zel-
liklerin kombinasyonu siit iiriinlerinde bozulmalar
icin biiyiik bir potansiyel gosterir [6].

Cig siitte gelisen Psikrotrofik bakteriler siklik-
la 1s1ya direngli olan ekstraseliiler lipazlari iiretme
kabiliyetindirler. Lipaz aktivitesi pastorizasyon ya
da UHT sonrasinda siit ve siit iirlinlerinde siit dis1
tatlarin gelisimine katkida bulunurlar. Ekstraseliiler
lipaz sentezi mekanizmasi ve bu bakteri tipinin sek-
resyonu siklikla arastirilmaktadir. Biiyiime fazinda-
ki baz1 kiiltiir sartlar1 ¢evresel faktorler (pH, 1s1 ve
havalandirma) ve niitrisyonel faktorler lipaz aktivi-
tesini uyarir [9].

Sagimdan sonra siitler cogu zaman biiyiik is-
letmeler tarafindan hemen kullanilmamakta ve belli
bir siire bekletilmektedir. Is1 iglemi uygulanmamis
stitlerde mikrobiyel aktivite yaninda lipaz aktivitesi
de artmakta ve kaliteyi olumsuz yonde etkilemekte-
dir. Bu ¢aligma, ¢ig siit drneklerinde mikrobiyolojik
kalitenin belirlenmesi ve ¢ig siitte bulunan lipaz en-
zimi ile mikrobiyel gelisme arasindaki iliskiyi belir-
lemek amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Metot

Bu ¢alismada, Sivas ilinden ulusal {iretim yapan bir
ciftlikten saglikli goriinen 4 sagmal siit inegine ait
4 adet ¢ig siit 6rnegi alinmigtir. Siitii alinan inek-
lerin meme basg1 derileri sagim Oncesi yikanmistir.
Siit ornekleri, aseptik kosullarda direkt el sagimi
ile Uluslararasi1 Siit¢iilik Federasyonu (IDF)’nun
onerdigi sekilde alinmigtir. Aseptik kosullar altinda
temin edilen yaklasik 200 ml siit 6rnekleri soguk
zincir altinda (Ice box, 32 1, Ice pack Frizet Mod.
T350) laboratuara getirilmis ve ayni giin iginde
mikrobiyolojik ve kimyasal yonden analiz edil-
mistir. Numuneler iki gruba ayrilmistir. Birinci
grup (A) 4+ 1°C’de muhafaza edilen grup, ikinci
grup (B) ise 21+ 1°C’de muhafaza edilen gruptur.
Ornekler muhafaza dncesi (0. saat) ile muhafazanin
2.,4.,6.,8.,12.,24., 48. ve 56. saatlerinde mikrobi-
yolojik ve kimyasal aktivite a¢isindan incelenmistir.
Mikrobiyolojik olarak toplam psikrofil aecrob bakte-
ri (TPAB), lipolitik bakteri (LB), laktik asit bakte-
rileri (LAB) ve Pseudomonas spp., kimyasal olarak
lipaz enzim aktivitesi ve pH yoniinden bakilmistir.
Calisma 6 kez tekrar edilmistir.

Mikrobiyolojik analizler: Mikrobiyolojik
analizler i¢in, siit Ornekleri bir parcalayicinin
(Stomacher 400) 6zel torbasinda 25 mL konulmus
ve iizerine steril %0.1°lik peptonlu sudan 225 mL
ilave edilerek homojen hale getirilmistir. Boylece
ornegin 10-1 (1/10)’lik dilisyonu hazirlanmistir.
Orneklerin her seyreltisinden 1’er ml kullanilarak
iki seri halinde plak dokme metoduyla ekimleri
yapilarak inkiibasyon siiresi sonunda 30-300 ko-
loni igeren plaklar degerlendirilmistir. Toplam ae-
rob psikrofil bakteri sayimi igin Plate Count Agar
(PCA) (7£1°C’de 7 giin), toplam lipolitik bakte-
ri sayimi i¢in Trybutyrin agar (TA) (30£1°C’de
3 giin), Laktik asit bakteri sayimi icin M17 Agar
(30£1°C’de 48-72 saat) , Pseudomanas spp. sayim-
lar1 i¢in Psedomonas Agar Base (PA) (25+1°C’de
72 saat) kullanilmistir.

Kimyasal analizler: Orneklerin pH degerleri
pH metre ile 6l¢iilmiistiir. Lipaz enzim aktivitesi ise
kiiltiir siiziintiisiinden substrat olarak p-nitrofenil-
palmitat (pNPP) [16] kullanarak spektrofotometrik
yontemle belirlendi. Substrat solusyonu hazirla-
nirken B solusyonuna (90 ml damitilmis su iginde
eritilmis, 0.1 g arap zamki ve 0.4 g Triton X-100),
A solusyonu (10 ml propan-2-ol iginde ¢o6ziilmiis
30mg pNPP) damla damla eklenerek ve karistirila-
rak olusturulmustur. Substrat solusyonunun pH’s1
tris tampon kullanarak 8,5’a ayarlanmigtir. Karisim
ornek 9 ml substrat solusyonundan ve 1 ml uygun
sekilde seyreltilmis enzim Orneginden (kiiltir sii-
zlntislinden) olusturulmustur. Karigim 6rnegi 150
rpm’de ¢alisan calkaliyicida 37°C’de 30 dakika
boyunca inkiibe edilmis ve spektrofotometrede 410
nm’de p-nitrofenol salinimi dl¢tilmistiir. Bir birim
lipaz aktivitesi standart kosullar altinda dakikada
1mol p-nitrofenol enzim solusyonunu agiga ¢ikar-
dig1 bulunmustur [1].

istatistiksel Analizler: Bu arastirmada, verile-
rin degerlendirilmesinde varyans analizi (ANOVA)
testinden yararlanilmigtir. Ortalamalar, Fisher’in
Least Significance Difference (LSD) metoduna
gore ayristirilmistir. Analizlerde Linear Regresyon
Mix Modeller kullanildi. Tim analizlerde 6nem de-
recesi oo = 0,05 olarak kabul edilmistir. Biitiin ana-
lizler Statistical Analysis Sytem (SAS) [11] progra-
mindan yararlanilarak gerceklestirilmistir.
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Bulgular

Cig siit orneklerinin mikrobiyolojik, kimyasal ana-
liz sonuglar1 ve sonuglarin istatistiksel degerlendir-
meleri Tablo 1 ve Tablo 2’de ¢alisma tekrarlarinin
ortalama degerleri log10 kob/ml hesaplanarak ve-
rilmistir.

Mikrobiyel yiik her iki grupta (A ve B), 0. saat
ile 8. saat arasinda hizla artmistir. Muhafazanin 8.
saatinde A ve B grubu drneklerde Lipolitik bakteri

sayisi strastyla 5 ve 7,7 kob / ml olarak tespit edil-
mistir. Pseudomonas spp. sayisi ise muhafaza siire-
since artis gostermis, ancak 0-10. saat arasindaki ar-
tis daha hizli olmustur. Toplam psikrofil aerob bak-
teri ylikil ise A ve B grubu arasinda istatistiki olarak
en belirgin fark 10. saatte gdzlenmistir (p<0.05).
Laktik asit bakteri sayis1 +4°C ve +21°C grubu ara-
sinda 8. saatten sonra istatistiki olarak daha anlamli
artislar gortiilmiistiir (p<0.05).

Tablo 1. Cig siit 6rneklerinin mikrobiyolojik analiz bulgulari (log10 kob/ml)

Bakteri Gruplar 0 2 4  Siire (saat) 68 10 12 24 48

A 2,68 3, 1Y 34 39y 43% 46 49° 47 5,1%
Toplam Psikrofil Aerob Bakteri

2,6 2,8 32% 362 39z 37% 41?2 43% 46°¢

A 1,1 1,2 1,2 1,3 1,3 1,6 1,4 1,3 1,5
Pseudomonas

B 1,1 1,3 1,5 1,4 1,8 2,1 2,3 1,9 2,1

A 29 29 31y 32y 3,1 31 33%  41bz 4 0bz
Laktik Asit Bakteri

B 2,9 3,1y 33 3,8 4,1 44w 43w 56 6,3

A 2,3 2,68 32° 460 5by 520y 54by 30z 80z
Lipolitik Bakteri

B 2,3 29¢ 46" 6,1 7,7% 79 g3 9]z 9Raz

a,b: ayni siitunda farkl: iist simgeyi tasiyanlar istatistiki acidan farklidir (p<0.05).
X,y,z: ayni satirda farkli iist simgeyi tastyanlar istatistiki agidan farklidir (p<0.05).

Muhafaza siiresince mikrobiyel aktivitenin sey-
ri gbz Oniline alindiginda, lipaz enziminin degisimi
ile bir paralellik gosterdigi, ozellikle lipolitik mik-
roorganizma sayilari ile lipaz aktivitesi arasindaki
iliskinin daha kuvvetli oldugu gozlemlenmistir.

Kimyasal analizlerdeki lipaz enzim aktivitesi
de 8. saate kadar yiikselmis ve bundan sonraki saat-
lerde inis ¢ikiglar gozlenmistir. Muhafazanin 8. saa-

tinde A ve B grubu 6rneklerde lipaz aktivitesi 130,3
U/L ve 248,4 U/L olarak tespit edilmistir. 0, 2, 4,
6 ve 8. saatlerdeki lipaz aktivitesi +21°C de +4°C
ye gore daha yiiksek artigi istatistiki olarak anlamli
bulunmugtur (p<0.05). pH degerleri ise 8. saate ka-
dar gruplar arasinda paralellik gostermis bu saatten
sonra yiikselen degerler istatistiksel olarak anlamli
goriilmiistiir (p<0.05).

Tablo 2. Cig siitte belirlenen mikroorganizmalarin kimyasal analiz bulgulari.

Gruplar 0 2 4 Siire(saat)6-8 10 12 24 48
Lipaz Aktivitesi A 13,6 584 9873y 11220~ 130,3% 122,93%* 131,3% 141,2% 156,47
(U/L) B 356% 77,06% 132,4% 1984 2484 250,27 2564 2484% 256,6%
A 6,687 6,637 6597 6577 6547 6547 62 6w 5,84

pH B 6,68 6,67 6,5 6,5 6,20 607 607 5208 421

a,b: ayni siitunda farkli Gist simgeyi tasiyanlar istatistiki agidan farklidir (p<0.05).
X,y,z: aynt satirda farkli tist simgeyi tasiyanlar istatistiki agidan farklidir (p<0.05).
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Tartisma ve Sonug¢

Islenmis ¢ig siitiin i¢erdigi mikroorganizma sayisi
pastOrizasyonun basarisi ve siit iiriinleri i¢in 6nem-
lidir. Yiksek bakteri yogunluguna sahip siitlerin
islenmesi giiclesmekte, elde edilen firiinlerin kali-
tesini de diistirmektedir [14,15]. Cig siitiin ve sivi
mamullerin muhafaza edildikleri sicaklik dikkate
alindiginda psikotrof bakterilerin siit teknolojisinde
ne derece 6nemli olduklart daha iyi anlagilir [7].

Albenzio ve arkadaslariin 2001 yilinda yap-
mis olduklar1 ¢alismada peynir iiretim agamasinda
mezofilik laktobasil tiremesinde hem ¢ig siitten hem
de pastdrize siitte artis oldugu gozlenmistir. Cig siit-
teki 1. glindeki tireme 5,2 bulunurken, yaptigimiz
calismada A grubunda 4,1 ve B grubunda 5,6 sonug-
lariyla paralellik gostermistir.

Lipazlar gliserol ester hidrolazlar1 [EC.3.1.1.3,)
olarak bilinir ve esterlerin hidroliz ve sentezini kata-
lizleyen hidrolaz enzim sinifina aittirler. Hayvansal
ve bitkisel yaglarin normal kosullar altinda tersinir
hidrolizini katalizleyen enzimlerdir [4,8,17]. Siit
lipoprotein lipaz (mLPL) (EC 3.1.1.1.34) siit yag
trigliseritlerinin lipolizinden sorumlu en temel li-
politik ezimdir [3]. Siit ve {iriinlerin depolanacagi
stireyi belirleyen bu olay lipaz enziminin aktivitesi
sonucu olusmaktadir.

Cig sitte lipolitik ve psikotrofik bakteri izo-
lasyonu ve identikasyonu ¢aligmasinda 59 izolattan
lipaz tUretimi titrimetrik metod ile bakilmis, lipaz
aktivitesi 8,5- 42 U/ml seviyelerinde bulunmus, 24
izolatta 21-25 U/ml ve 4 izolatta 30 U/ml’den fazla
tespit edilmistir [6]. Bu ¢alismada ise lipaz enzim
aktivitesinde 8. saate kadar yiikselisi goriilmistiir. A
ve B grubu 6rmeklerde lipaz aktivitesi 130,3 U/L ve
248,4 U/L olarak tespit edilmistir.

Ayni ¢alismada 20 6rnekte 5-9/ml lipolitik psi-
kotrofik aktivite bulunmustur [6]. Bu ¢alismada ise
lipolitik bakteri sayis1 A ve B grubunda 8. saatte si-
rastyla 5 ve 7,7 kob / mL olarak tespit edilmistir.

Desmasures ve arkadaslarmin 1997 yilin-
da yapmis olduklar1 ¢alismada yaz ve kis aylarina
gore karsilastirmali olarak 69 6rnekte ¢ig siitte top-
lam bakteri sayisina bakmislardir. Mikrobiyolojik
analiz sonuglarinda lactobacilli 72. saatte 30°C’de
kis aylarinda 39 Ornekte ortalama deger olarak
1,8x102+6,9x102 ml-1, yaz aylarinda 28 Ornek-
te 1,8x102+3,0x103 ml-1 olarak bulunmustur.

Lactococci 39 ornekte 1,8x102+1,2x103ml-1, 30
ornekte 6,9x102+3,6x103ml-1 ise kis ve yaz ayla-
r1 olmak tizere bulunmustur. Bu ¢alismadaki laktik
asit bakteri yiikii ise 1.glinde A ve B gruplari sirasiy-
la 4,1 ve 5,6 logl0 kob/ml, 2. giinde ise 4,9 ve 6,3
log10 kob/ml bulunmustur.

Siite karisan Pseudomonas’larin siitte hizla
cogalip, cesitli fermentasyonlara, parcalanmalara
neden oldugunu ve bu faaliyetler sonucunda siitiin
renginde kokusunda, yap1 ve kivaminda bir¢ok degi-
siklikler oldugunu gostermektedir [ 12]. Desmasures
ve arkadaglarmin ¢ig siitiin mikrobiyolojik icerigi
ile ilgili olan ¢alismasinda Pseudomonas ¢ig siit-
te 48-72. saate 22°C’de kig aylarinda 27 6rnek-
te 2,0x103+1,2x103 ve yaz aylarinda 18 Ornekte
1,8x103+1,6x104 ortalama degerleri tespit edilmis-
tir [5].

Sonuglar ¢ig siitteki mikrobiyolojik aktivite ile
lipaz aktivitesi arasinda iligki oldugunu ortaya koy-
maktadir. Elde edilen bulgulara gore yapilan bu ¢a-
lismada muhafaza siiresince mikrobiyel aktivitenin
seyri gbz Oniine alindiginda, lipaz enziminin degi-
simi ile bir paralellik gosterdigi, 6zellikle lipolitik
mikroorganizma sayilar ile lipaz aktivitesi arasin-
daki iligkinin daha kuvvetli oldugu gdzlemlenmistir.

Siit mikroorganizmalarin yasamasi ve liremesi
icin uygun bir ortam olusturdugundan bu {irliniin
gerek temin kosullarinin gerekse muhafaza kosul-
larinin ne kadar 6nemli oldugu diisiiniilemez. Siit
iiriinlerinin kalitesi, 1s1l islem Oncesi ¢ig siitteki
psikrotrofik flora tarafindan salgilanan 1s1ya direngli
enzimlerden ve siit tiriinlerinin sogukta depolanma-
st boyunca gelisen psikrotroflar tarafindan tiretilen
diger metabolitlerden etkilenir.

Sonug olarak ¢ig siit az sayida bakteri igerse
bile sagimdan sonra c¢evreden ¢esitli yollarla bu-
lasan mikroorganizmalarin etkisiyle oldukga kisa
stirede bozulur ve insanlarda hastaliklara yol agan
bir¢ok patojenin potansiyel kaynagini olusturur.
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