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Diger qida konserve yontemleri yaninda
aseptik paketleme teknigi de giderek artan bir
tnem kazanmaktadir. Bu ybntemlerin besinle-
rin renk, koku, yap: ve besin dgelerine etkisi
yaninda; sterilizasyonu sag“;la-mé yoniincen et-
kinlerinin saptanmasi da zorunludur. Genei ola-
rak yiksek 1sida kisa sirede isleme (UHT)
olarak tanimlanan aseptik paketleme ternigin-
de: steril besin maddeleri steril paketlsre asep-
tik kosullarda doldurularak konserve edilmek-
tedir. Bu ydntemle islenen gida maddelerinde
1st iletimi genellikle gabuk ve etkin oldugun-
dan, kalite agisindan kayip az, bozulmadan da-
yanma siiresi ise daha uzun olmaktadir. Orne-
‘§in; pastorize siit buz dolabr kogullarinda bir
hafta dayanabildigi halde, UHT yéntemi ile is-
lenmis steril siit oda sicakliginda iki aydan da-
ha fazla dayanabilmektedir, ‘

Gida . endiistrisinde «ticari sterilizes ye
ulasiimas: amaglanmakiadir ve bu da gidala-
rin tilketiciye ulagincaya kadarki depolama ve
tasima sirasinda bozulmasim  dnlemek jgin
her tilriii mikroorganizmanin &ldiiriimesi ya da
inaktive edilmesi anlamina gelmektedir.

Gida islemede kullanilan cok sayidaki fi-
ziksel ve kimyasal etkenfere karst dayanikli
olan bakteriyel endosporlar, asagidaki neden-
lerden dolay: biiyiik nem ta$1-maktad|.r.

a) Biyolojik sistemler iginde siya en daya-
nikh canhlar olarak bakterlyel endosporlar
goriinmektedir.

b) Gida muhafazasinda, bozulma (kokma, ek-
sime, acima, ¢lrime v.b) gibi istenmeyen
degisikliklerin isleme ile nienmesi gerek-
‘mektedir,

¢} Gida isleme ite, besin maddelérinin dayan-

" ma siiresi maksimuma ¢ikarilirken, halk
sagliginin  glivence altma alinmasi ve her
tiarlii gida  zehirlenmesi .olasihifinin &nten-
mesi (6rnegin; olostridium botulinum gibi)
zorunlu bulunmaktadir.

d) Isi ile dayandirma ekonomik ve etkin bir
sterilizasyon ybntemi olarak kul'iamlma'kta-
dir ve kullanilmaya devam edecegl sanil-
maktadir,

Gida islemede gerekli sterilizeyi saglamak
amact ile; besin maddesinin cinsine, i¢ine ko-
nuldugju kabin cinsi, sekli ve biryiikligine ve
kuflantlan sterilizatbre gbre optimum isi dere-
cesi ve Isitma siresinin saptanmasi gerekmek-

- tedir. Sterilizasyon kogullarinin saptanmasinda

ise genellikle 1s1ya dayaniklih@ bilinen bir test

 mikroorganizmas! kullanilmaktadir, Bu amagla

kullanilan mikroorganizmalar arasinda Bacillus
Stearothermophilus, nemli ortamda 12iya en
dayamkll sporlari olusturdugundan dolay1 bi-
yitk 6nem" tasimaktadir. Bu mnkroorganrzmamn
kurutma kagidina emdirilmis sporlarmin ilag,
kozmatik ve medikal sanayiinde sterilize indi-
katdrii  olarak  kullamimasi  dnerilmektedir
[COOK ye BROWN, 1965]

Bacillus Stearothermophllus ozeltikle pH

- 81 yitksek rusit, fasulye, nohut, havu¢ gibi gr-

dalarda bozulmaya neden olmaktadir. Bu bak-
terinin sporlari, pH s1 6,95 olan fosfat tampon .
cozelti icinde 120°C de 35 dakikalk 151 - isle-
mine dayanabilmektedir (HILL ve FIELUS,
1967). . : o
Bilindigi gibi gerek sporlann ve gerekse
vejetatif bakter! hiicrélerinin 1s1iya dayamklh-
g1 degismez bir ozellik dedildir ve asagidaki
etkenlere bagli olarak farklilik gdstermektedir :

a) Spor yapisindaki Biyomolekiillerin kararli
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olmasi, metabolik mekanizma ve genetik
ozellikler gibi yaprsal etkenler,

b) Bakteri. hiicresinin biyiime, {reme ve spor

olugturmas: sirasindaki ¢evre kosullari (ter-

mofil bakteri sporlarmmin 1siya dayantkhiligi-
nin mezofil bakterilérinkinden daha fazla ol-
‘masi! gibi),

¢) Spor ve vejetatif hiicrelerin 1siyla temas si-
rasindaki cevre kosullari {6rnegin; asitli
gidalarda bakteri ve sporlanin oldiritimesi-
nin daha kolay olmasi). '

Dogada spor olusturan bakteri tiirleri faz-
la yaygin degildir. Bacillaceace familyasinin
Bacillus, - Clostridium, Sporalactobaciilus, De-
sulfotomaculum, Sporosarcina cinsleri toplam
115 tiir bakteri
1974). Oysa dis etkenlere dayanikl: olduklarin-
dan dolay! sporfar daha yayqin olarak bulun-
maktadir. Hijiyenik kosullarda elde edilmis gig
siitlerin 'ml. sinde toplam 15 adet spor bulu-
nurken, kot kosullarda elde e_dilen ¢ig siitler-
de ise ml. de 1000 adet spor bulunabilmekte-
dir (WESTHOFF ve DOORES, 1976).

Ote yandan; sporiarin dogada ‘'ve labora-
tuvarda her zaman gdzlemienen bir olgu olma-
sina kargw, sterilizasyon -kosullanimin  saptan-
mas) denemeler icin gé-rekli olan rsiya dayamkli
gok sayida sporun iiretilmesi sorun olmakta-

dir. Spor dretimi halen kat besin yerinde ve .

Nutrient- Ager ydntemi ile yaptimaktadir. Bu
teknikle spor iiretimi 5-8 giin siirmekte ve elde
edilen sporlar ise siya dayaniklilik bakimindan
homojen &zellik gdstermemekiedir.

Bu caligma ile’; ¢ok sayida 1siya dayanii,
homojen ozellikte Basillus stearothermophilus
sporlarinin dretilmesi igin sivi bir besi yeri ile
~ optimum c¢evre kosullarnin saptanmas: amag-
lanmus bulunmaktadir.

MATERYAL VE METOD

1. Vejetatif Hiicre Sayismin  Optimizas-
yonu, Test Kiiltiiriiniin Elde Edilmesi ve Korun-
masi

B. Stearothermaphilus (1518 ‘Smooth Vo-

riant) kiiltirld, ABD Ulusal Gida Ureticileri
Birligi (National Food Processors Association,
Washington D.C.) nden saglanmig ve tryptica-

igermektedir, (BUCHANAN,

se-soy agar (BBL) yatk besi yerlerinde muha-
faza ‘'edilmistir. Bu besi yerlerinin 58°C de 24
saat inkiibe edilmesi ile gogaltilan sporlar, 4800°
devir/dakikada (2600x9) 15 dakika santrifij
edilerek ayrimistir. Steril damitik su ile dort
kez aym sekilde yikama islemi uygulanmis ve
sporlar steril damitik su iginde siispansiyon

halinde 3.3°C de muhafaza edilmistir.

En ¢ok vejatatif hiicre veren besi yerini
saptamak amaci ile su sivi yerleri denenmistir:
a) Nutrient broth (Difco), b):Eugon broth
(BBL), ¢) Trypticase soy broth, T-soy (BBL}),
d) Glucose tryptone broth (BBL} ve e} Spo-
rulation broth (BBL).

. T-soy besi yeri ekienen minarel maddelerie
daha da gelistirilmistir. Bu amacla filtrasyonla
sterilize edilmis olan- CaCl; (25 ppm), FeSQ..
7H,0(31 ppm), MnS0,4.H0 (30ppm) ve MgCl,.
6H,0(11 ppm), T-soy besi yerine katilmustir.

B. Stearothermophilus’un d{ireme  egrisi,

600 nm de spektrofotometrik turbitite (bulanik-

Ik} Gleitmii ile (Bausch ve Lomb - Spektronic
20) izlenmigtir. Vejetatif hiicre, spor tasiyan
hiicre (sporangia) ve spor sayimi; mikroskop-
te (Leitz-Optometric) 430 magnifikasyonda
yapibhmgtir. Optimal inakitlasyon tipini sapta-
mak amact ile de; a) isi ile gok edilm's spor

. inakiifasyonu (80°C de 5 dakika tutulmus loga-
-ritmik biyiine safhasinda hiicre), b) Isi e sok

edilmis ve 58°C de 7 saat inkiibe edilmis spor
inakillasyonu (duraklama safhasindaki vejeta-
tif bakteri inakiilasyonu), ¢) % 1 spor inaki-
lasyonu ve d) % 0,1 spor inakiilasyonu denen-
mis bulunmaktadir.

2. Sporulasyonun Optimizasyonu icin Cev-
re Kosuflanmin Saptanmasi

Bu amagla; a) pH, b) :Hava[andlrma, c)
Isi ve d) Su aktivitesi (Aw) gibl cevre kosul-
larr i¢in optimum degerler arastinlmistir,

3. Uretilen Sporlarin Isiya Dayaukhhgimn
Saptanmasi ‘

Dedgisik sayidaki -spbr siispansiyonlan {i¢
farkly ortam ve yag banyosu iginde (Haake)
isthlarak 6lim  kinetikleri saptanmistir. Spor
silispansiyonlari; damitik su (5.0 x 105 spor/mi},
steril siit- (1.1x 10 spor/ml) olmak Uzere de-
digik 3 tiptir.
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Bu amagla spor siispansivonlan 2 mllik
cam ampuller i¢inde vad banyosunda 121.1°C
de sitilarak canh kalanlar egrisi gizilmiﬂi‘r.
Bos cam 'ampullerdén birisi i¢ine mikrotermo-
kupul konularak da, ampullerin istenilen isi de-
recesine erismesi igin gegen zaman saptanmis
ve hesaba katilmigtir.

Steril siit siispansivonundaki sporlarin;
115.6°C, 121.1°C ve 127.6°C olmak lizere ii¢
farkll st derecesindeki Olim egrileri ¢izilmisg-

Cat+, Mg++, Mnt++ ve Fe++ mineral fuzlan
ile zenginlestirilmis ve % 0,1 duraklama saf-
hasindaki hiicrelerle asifannustir. Ist .58°C ye,
pH 7,1 e, havalandirma 18.000. ml/dak. ya ve
karigtirma da 500 devir/dak. ya ayarlanmigtir,
24 saatlik inkitbasyon sonucunda olusan spor-

-lar ayrilarak alimmistir.

ARASTIRMA BULGULARI

1. Ureme Dénemelerine .iliskin Bulgular

tir, Bu =e§rite'|;in linear regresyon analizi ile
D degerleri 'hesaplanm|$t|r.' D degerlerinin lo-
garitmasi ve 181 dederlerine kars ¢izilen gra-
fikten 1sisal &litm ‘edrist elde edilmis ve bu
egrinin egiminden de Z degeri hesaplanmig-
tir. F degeri ise; :

F = Dy, (log A - log B) ‘
esitliginden bulunmustur. Bu esitlikteki A bar-

‘Daha- énce deginildigi gibi, bu amacta 5
farkli ~srvi besi yeri denenmistir. Bunlar ara-
sinda trypticase soy sivi besi veri, toplam
hilcre sayismin en g¢ok ve spor iiremesinin en
fazla oldugu besi yeti olarak bilihmis ve bu
nedenle daha sonraki calismalarda kullaniimak
lizere secilmigtir (Tablo. 1),

Tablo 1. B. Steorsihermophi.us’'un Degisik Besi Yerlerinde 48 Saat
inkiibasyonu ile Elde Edilen Sonug'ar

Sivi Spor Toplam

Besi " Sayisi Bakteri Sporu- pH Degisimi

Yeri ' adet/ml adet/ml Iésyon % Basta Sonda
Nutrient broth 2.3x10¢ 9.0x107 3.2 7.15 . 7.00
Glucose Tryptonbroth  2.3x710¢ 6.0x107 . 28 6.90 6.60
Eugon broth 2.3x10¢ 8.0x107 - 46 6.70 6.67
Trypticase-Soy broth 1.5x107 _4.8x108 3.1 7.10 7.27
Sporulation broth 3.6x10¢ 4.0x10° 9.0 7.00 712

langictaki spor sayisini, B ise 1s1 isteminden
sonraki spor sayisim gdstermektedir.

4. Cok Saylda Spor Uretimi

Bu amagla 9.G'iitre trypticase soy siv) be-
si yeri fermentdre konulmus, 121°C de 85 da-
kika tutularak sterilize edilmistir. Daha son-
ra, filtrasyonla steril duruma getirilmis olan

Trypticase-soy sivi besin yerine ayrca ba-
z1 mineral tuzlar eklenmesi ile spor ve Dakteri
Ureme -sayis1 izlenmis ve bu besi yerine 25
ppm GaCl,, 31 ppm FeSO,7H0, 30 ppm
MnSO4H,0 ve 11 ppm MgCl,6H,0 eklendigin-
de gerek spor ve gerek toplam bakteri sayisi-
nm en yiksek dizeye ulagtidi gdriimistir
(Tablo 2}. :

Tablo 2. B. Steatorthermaphilus’'un T-Soy Sivi Besi Yerine lki Farkii ‘Konsantrasyonda Tuz
Eklendikten Sonra 24 Saat inkiibasyonu ile Elde Edilen Sonuglar.

: . Spor Toplam
-Besi Sayis! Balteri Sporu- pH Degisimi
- Yeri adet/ml adet/ml lasyon % Basta Sonda
Trypticase-Soy-A 5.0x108 . 6.6x10° © 756 7.10 . 7.65
Trypticase-Soy-B 2.3x10¢ 2.'0;41_07 4.6 7.10 6.70

TSoy A : 25 ppm Ca+2, 30 ppm Mn+’, -31 ppm Fe+2, 11 ppm Mg+?
T-Soy B : 125 ppm Ca+?, 100 ppm Mn=2, 150 ppm Fe+2 116 ppm Mg+2.
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Degisik inakiilasyon tipleri arasinda spor
ve toplam bakteri sayisi agisinda biylk fark-
lar  bulunmamakla birlikte, % 0,1 duraiklama
safhasindaki hiicre ina!loﬁlasyonundn daha iyi
sonuglar verdidi ortaya ¢ikmaktadir (Tablo 3).

" Besi yerinin su aktivitesi, 58°C de dlgiilen

‘oransal nem miktarindan (% 98,5) hesaplana-

rak 0,985 olarak bulunmustur.

Tablo 3. Degisik inakiilasyonlarin B. Stearothermophilus'un T-Soy Besi Yerinde 15 Saat

. inkiibasyonu ite Elde Edilen Sonugiar

inakiilasyon Spor - Toplam

Tipi ve Sayisi Bakteri Sporu- pH Dedgisimi
Miktari adet/ml’ adet/ml lasyon % Basta ‘Sonda
Is1 ile gok edilmis 5.7x10¢ .2.6x108 2.2 7.36 5.82
spor [(%.1) ’

Spor (0.1) 3.6x10° 1.0x108 .29 7.36 549
Logaritmik fazdaki 7.2_.x105 3.5x108 2.0 7.36 5.77
hiicreler

Duraklama fazindaki 1.1x108 £.8x10° 23 7.36 5.60
hiicreler {0.1) o
Duraklama fazindaki 9.1x106 5.0x108 7.36 5.70

23

hiicreler (0.1)

Opﬁmum gevre kosullartni saptamak ama-
S ile yapilan denemeler ise, en uygun pH de-
gerinin 7,1 en uygun sicakligin 58°C ve en iyi
havalandirmanin 3000 ml/dak. oldugunu gdster-
mig bulunmakiadir (Sekil 1, 2, 3).
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. Sekil Y%« Forkli pH degerlerinin B, Stearothermophilus'un

Gremesine etkisi‘ { T-so0y broth ve S8°C)

2. lIsiya Dayamkhlik Calismalarma iliskin
Sonuglar

B. Stearothermophilus sporlarinin ic degi-
sik siispansiyondaki Dy, Degerleri Tablo 4'de
goriilmektedir.  Steril sl siispansiyonundaki
sporlarin 115,6°C, 121,1°C ve 127,6¢ deki canh

‘kalanlar egrileri ise sekil 4 te verilmis bulun-
* maktadir.

Bu etjr'ilerd'en hesaplanan D dederleri ise

“siras ile 22.4, 3.5 ve 037 dakikadir. D deger-

ferinin logaritmasinin sicaklik derecesine kar-
silik olmak @zere cizilen grafikten ($ekil 5)
Z dedieri, 6.11°C olarak hesaplanmistir.

F degeri formiil ybntemi ile hesapianmus
ve 22 dakika olarak bulummustur.

" Tablo 4. 8. Stearothermophilus Sporalrinin
Ug Ayre Siispansiyondaki D, Degerleri
Ortam Hiicre Sayisi
Baslangig Dy Dederi
adet/m! Dakika

Pamittk Su 5.0 x 108 29

Steril Siit 15x 106 35

1.0 M NaCl 1.1x10° 78
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Sekil 2. Forkh 151 derecelerinin B.SIeorothermophiIQs'un
iremesine etkisi.

TARTISMA

Trypticase-soy sivi besi yeri, B. Stearother- '

mophiius hiicrelerinin Uremesi ve spor ciustur-
masi igin’ gerekii olan amino asit, peptid, kar-
bonhidrat ve witaminleri igermektedir. Mineral
besin maddeleri bakimindan ise yetsisizdir.
Spor olusturma sirasinda ihtivag ‘duyuldugu
bilinen  mikroelementlerden Ca+‘2, Mn=+2,
Mgt+? ve Fe+2 nin (ORDAL, 1957), belirtilen
oranlarda bu besi yerine eklenmesi, spor -iire-
timi agisindan olumiu sonug vermistir {Tablo
1 ve. 2). Optimum kosullarda % 75 sporu:asyon
ile toplam 5.0x10% adet/ml spor elde edilmis-
tir (Fabloe 2). Iinakiilasyon tipi, sporuiasyon
acismdan inakiilasyon miktarindan daha dnemli
goriinmektedir. Duraklama safhasindaki bakte-
ri inakidasyonunun optimum sonu¢ vermis of-
masi, senkronize kromozom replikasyanunun
spor olusumundan &nemli oldugu hipciezine
(MANDELSTAM, 1976) bir kamt clmas: bak-
mindan anlambidir (Tablo 3). Havalandirma, her
oranda vejetatif biyiimeyi ve sporulasyonu ar-
trmistir (Sekil 3). Fakat, cok yitksek havalan-
dirma diizeylerinde - (4000 ml/dak./litre ve da-
ha yiiksek) uzayan bir.gecikme safhasi gdzlen-
mistir. Bu durumun, oksijenin yiiksek konsant:
rasyonlarda radikal olusturarak hiicre zarini
sedelemesinden ileri gelmesi olasidir. Ayrica,

oksijenin - yitksek konsantragyonlarda amino
asitlerin hiicre igine tasinmasim durdurdudu
da belirtitmektedir (PIRT, 1975).

Bacillus Stearothermophilus’'un enzim sis-
temi pH = 7.1 de en aktif oldugu igin, bu pH
da hiicrelerin Uremesi ve sporlasmasi maksi-
mum diizeyde olmustur (Sekil 1). Burada &I-
gilen ortatmin pH sidir. Oysa hiicre zarmn
[ H*] ve [ OH-] iyonlan igin tam gegirgen
(permeabil) olmadig bilinmektedir (MITCHELL,
1961). Sporulasyonda ortam yerine hiicre Ici
pH nin digiitebilmesi daha dnemli olabilir.

Is1 45°C nin altina diistiiglinde- B. Stearot-
hermophilus’un godalmas) miimkiin olmamigtir.
Ayrica 68°C nin lizerinde, belki de bazi kritik
enzimlerin inaktivasyonu nedeniyle herhangi
bir cojalma gbriolmemistir ($ekil 3). Vejeta-
tif biyiime igin 80°C optimum olmakla birlikte,
sporulasyen igin daha uygun olmasi nedeni ile
58°C kullanilmistir. Su aktivitesi (AW) ve pH
igin hilcre i¢i ile dis ortamin dengelesmesi sz
konusu oldugu halde, 1st icin boyle bir durum
stz konusu deditdir. Yani hiicre i¢i ile gevre
aym 1si. derecesinde olacaklardir. Katilan mik-
roelementlerin, 58°C gibi yiitksek 1s1 deracesin-
de bile besi yeri igerigindeki difer maddeler

. ve su ile birleserek su aktivitesinin szalma-

sina yol agmadigi, su aktivitesinin AW=0,985

“olmasindan anlasiimaktadir.

Sporlanin 1siya dayamklihin kimyasal oz-
motik hipotezi ile aciklayan GOULD ve DRING
(1975) e gire, ortamin ozmotik basinci 1s1ya
dayanikhligi etkileyen dnemli faktorlerden biri-
sidir. Bu nedenledir ki, ozmotik basing agisin-.
dan belirgin farkhilik gbsteren destile su, steril
sit ve 1.0 M NaCl gibi iic ayri ortamda
gerleri strasiyla 2.9, 35 ve 7.8 dakika olarak
B. Stearothermophilus sporlari  igin Dy, de-
gerleri sirasiyla 2.9, 35 ve 7.8 dakika olarak
saptanmistir (Tablo 4}. Bu bulgular,. ortamin
ozmotik basincimn 1siya dayamiklilikta onemli
ofdugunu kanitlamaktadir. Sterit stit iginde ve
iic farkll 1s1 derecesinde (115.6°C, 121.1°C ve
126.6°C) ‘ise D degerleri, sirast ile 224, 3,5
ve 0,37 olarak hesaplanmistir ($ekil 4). Fantom
isisal olim  egrisinden Z = 6.1°C ve formill
yontemi ile de Fp.% = 22 dakika olarak
hesaplanmistir. 7
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Sekil 3, B, Stearothermophilus'un Trypticase soy sivi

besi yerinde 58°C.de sekiz farkl hava{andqrmo
h:zmdo Greme edriteri,
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Selil 4. Steril sif siispansiyonundakt
B, Stearothermophilus sporlanpin
hayatta kalanlar edrileri

Yukarida verilen hilgiler, B. Stearothermop-
hilus_sporlarimin gida endiistrisinde «bivolojik
sterilite indikatorii» ve optimum’  sterilizasyon
kosullarmin saptanmasinda «test organi'zmasu
olarak kullanilabilecegini giistermefktedir. '

Logaritmik O degerleri
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Sekh 5. Stenl sit susponsiyonundak: B.Stearothermopbilus
sporlaring ait fantom isi Blim egrisi

Elde edilen sporlar aseptik pakatleme
(dolum) sistemlerinde «sporozit etkinlik» de-
nemelerinde de kullanilabilir. Bu sistemlerde
sporozit etkinlik,; D, Z ve F parametrelerine
oranla daha pratik sonuglar verebilir. Bu amag-
la, bilinen sayida B. Stearothermophilus spor-
lart islemeden dnce siite agilanmakta, siit UHT
sisteminden gegtikten sonra spor sayimi yapil-
maktadir. Elde . edilen saym sonuglaimdan
herhangi' bir sterilizatdriin «sporozit etkinligi»
veya Isiya dayamkh sporlar &ldirebilme kapa-
sitesi -a$a§|d-aki esitlikten bulunabilmektedir :

A
 Sporozit etkinlik = log ——
B

Bu esitlikte A inakiile edilen spor sayisini,
B ise sterilizasyondan sonraki spor séylsmr
adet/ml ofarak gistermektedir.

Sterilizasyondan sonraki 'spo‘r sayimi, asep-
tik kosullarda alinmts 100 ml Hk kiiglk ve 5.0
litrelik bilyik érneklerde yapilmaktadir. Orne-
gin; baslangigtaki spor sayisi 1000 adet/ml
-olan bir siit, igleme sonunda 1 adet/5.0 litre
spor Igeriyersa, takribi spor sayisinda 7 loga-
ritmik devre azalma olmustur, yani sporozit et-
kintik 7 dir.
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