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Koliform Mlkroorgamzma,la,rda Fosfotaz Enzimi Aktlwtem
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OzZET

Bu ¢alismada; ¢id, evapore kondanse, re-
tentate siitlerde ve % 11 kurumaddeli yafisiz
siit besiverinde (NFM) koliform sayilan ile

fosfotaz enzimi aktivitesi arasindaki iliski aras-

tirlmistir. Koliform bakterilerin dligiik miktar-
da fenolik bilegikler Grettidi, retentate siit ve
kondanse siitte koliform bakteri kalmadi§! sap-
tanmistir, 74°C'de 16 saniye sireli 181 uygula-
masi tim koliformlarin yikimi ve negatif fos-
fotaz dederi _al‘|n=mas-| igin yeterli bulunmustur.

SUMMARY

ENZYM PHOSPHATASE ACTIVITY of
COLIFORM MICROORGANISMS

Relationship between coliform numbers
“and phosphatase value in raw, retentate, evapo-
rated condensed and skim milk medium have
been estimated. Coliforms produced low
amounts of phenolic compounds. - Retentate

whole milk and evaporated condensed - milks

did not contain coliforms. Effect of different
temperature on the number of coliforms and
phosphatase value in these milk medium hawve
been estimated. Using a temperature of 74°C
- for 16 sec was sufficient for destruction of
all coliforms and obtaining phosphatase nega-
tive value. -

GiRIS -

Siit ya da sit Griinlerinde pastdrizasyonun
yeferii yvapilip yapiimadigi alkalj fosfatazinin
‘Blglilmesi ile ar_1|a$|h'r. Bu enzim 71,1°C'de
15 saniye veya 62,8°C'de 30 saniye I1s1 uygu-
~ lamasi ile tehrip olur (4).

Marth’a gére fosfataz testi siit Urilinlerin-
de yeterli pastirizasyon uygulamp uygulanma-
digini veya pastrize edilmis slte ¢if sit ka-
tlip katlmadidinin kontrolunda kullanilan bir
testtir (3). ‘

(',‘.al|$malar,' biitin sutlerin fosfataz enzimi
igerdigini, bunun isrya  dayaniklth§uun,  sitte
dogal olarak bulunan ve spor olusturmayan pa-

tojen baktertlerin enzimlerinin 1s1ya dayanmki-

hgindan da‘ha yitkksek oldugunu gostermistir.
Fosfataz testi siitte kalan fosfatazin aktivitesi
Uzerinden yetersiz pastdrizasyonu gosterir.

_ Substrattan acgifa ¢ikan fenol miktar enzimin

aktivitesi ile orantilidir. Siit Griinlerinde (Gzel-
likle kremada) mikroonganizmalar tarafindan
{iretilen fosfataz olabilecedi gosterilmistir {1,
2). . ' '
Evaporasyon ile koyulagtirmis ve ultra-
filitrasyon ile elde edilmis retentate siit, bu-
giin weni sOt Griinlerinin  imalatinda kullanil-
maktadir, Teknolojide bu siitlerin kullanilma ne-

‘deni ekoncmik ve son firiin kalitesindeki yiik-

selmedir. Bu konsantre sitler, istenilen son
konsantrasyona gobre degisen sicaklik ve siire
uygulamalari ile elde edilirler. Genellikle re-
fentate siit 50°C'de, evoporasyon ile koyulas-
tirthmss siit 54°C'de elde edilir. Bu iki tip is-
lenmis sitte fosfataz aktivitesi ve koliform
bakterilerin canliligt bilinmemektedir. Eger
fosfataz aktivitesi pozitif degerde ise ve koli-
form bakteriler varsa, bu durum riin kalitesi-
ni ‘etkiler.

Bu calismada;

a) Cig siit, evoporasyon ile kondanse edil.
mis ve retentate siitlerde koliform bakterilerin
sayis| ve fosfataz degeri belirlenmig,

b) Koliform sayist ve enzim aiktwrcesine

- gesitli sicekliklardall 181 uygulam,asm‘m etkisi

arastirilmisg,

¢) Bu sitlerde 1s1 uygulamasi dncesi ve
sonrasinda koliform sayis ile enzim aktivitest
arasindalki iliskl -kontrol edilmig,

~d) Koliformlar ile fosfataz enzimi arasin-
daki iligkinin son degérini bulmak amaciyla ste-
rilize edilmis skimmilk ortam ile de g¢aligl-
mig, ' '

e} Kodanse siitlerde ve retentate siitlerde
fosfataz enziminin ve koliform bakterilerinin
inaktivagyenu icin gerekli en etkin 1si uygula-
masmin segimi {izerinde calisilmistur,

MATERYAL ve YONTEM

Kiiltiirler : E.coli ve E.aerogenes'in saf
kitltiirlerj «Cornell» Universitesi «Food Scien-
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ce» bolimiinden saglanmistir, % 11 NFM (non-
fat skimmilk medium) besiyerinde 30°C da 16
saat siire ile. 3 ardigik tranfer jle aktiflegtirilen
“Killtlirler daha sonra kangtirtlms ve test or-
tamima ilave ediimiglerdir,

Siit Ortamlare : Cig siit Cornell Universite-
si Veteriner Giftliginden; retentate sit (2:1),
tam yagh sitiin Abcor - 225 model ultrafilitras-
yon cihazinda 50°C da dogrudan ultrafilitras-
yonu ile; evaporasyon ile kondanse edilmis stt
_ (2:1), tam vyagh siitlin APV evaparotérde 54°C
dogrudan evaporasyonu ile elde edilmigtir. Son
iki sat, kullamlcaya kadar 4°C de korunmus-
tug. ' o ' ‘
"inokiilasyon : Koliform bakteri” karigimi;
" yaklagik 103/ml; yaklasik 10¢/ml ve yaklagik
105/ml olmak lizere 3 farkh diizeyde siitlere
ilave edilmigtir.

Ist Uygulamasi : 3 farkli oranda agllanmms -

‘siitler 54, 64, 74, 84°C sicakliklarda 16 saniye
siire ile 1sitilmnglandir.

Analizler : Siitlerde;
-~ Is1 uygulamasi sonrasinda canli

ko-

liform sayist Deoxycholate Agar ' besiye-
rinde belirlenmistir. 1s1 uygulamasi sonun-
da vyikima ugrayan koliform bakterl orani
- SON sayl
% yikim = 100 -~ —————— x 100 formild
A itk say1 -
ile hesaplanmistir. )
— Alkali fosfataz aktivitesi Kosikowski'ye
gore (4) fenol degeri /5 ml drnek degeri lze-
rinden lgiimiigtiir, .
NFM ortaminda fosfataz degeri ile koliform
sayis| arasindaki iligkiyi belirlemek lzere %
11 kurumaddeli NFM ‘hazirlanmis, 121°C de 15
dakika siire ile sterilize edilmis, 30°C ye sodu-
tulmus, % 1 aktif koliform kangik kiiltlirl ile
agilanms ve 30°C de 4, 8,712, 15, 20, 24 saat
slire ile inkiibe edilmistri, Bu sitlerde de fos-
fataz deferi ve koliform sayisi yukarida acik-
landigr sekilde yapilmagtir. ‘

" ARASTIRMA SONUGLARI ve TARTISMA

NFM ortaminda fosfataz - enzimi aktivitesi
ve kanstk koliform bakterilerin sayis: Cizelge
1'de verilmistir.

Cizelge 1. % 11 NFM ortaminda fosfataz aktivitesi \ne koliform hakteri sayisi

inkiibasyon siiresi Koliform sayisi Fosfatoz degeri |
{30°C'de saat) /ml yg fenol/5 mi
g 6x107 - 2,08
8 30x107 2,19
12 . . 130x107 2,30
16 240x107 2,45
20 - 310x107 2,57
24 370x107 2,62

Dogal fosfataz enzimi sterilizasyon ile eli-
ming edilmig; aktif koliform kiiltirli ile agilan-
mug ve 30°C'de farkli silirelerde inkiibasyona
Pirakilmig % 11 NFM besiyerinde inkiibasyon
sitrest uzadikca fenolik bilesiklerin arttidr go-
rilimiistiir. En digitk fenolik bilegikler miktar:
4 saat sonunda 2,06 pg fenol/5 mi; en diigiik
koliform sayisi yine 4 saat inkiibasyon sonun-
da 6,0x107/ml olarak tespit edilmistir. En yik-
sek degerler ise 24 saat inkitbasyon sonunda
2,62 pug fenol bilesikleri /5 ml ve 3,7x10°/ml'-
dir, Ep yiksek ve en disik fenol degerleri ara-
sindaki fark 0,56 pg fenol /5 ml olup, bu ar-
tis koliform sayisindaki artig ile kiyasiandiin-

-da, koliform bakterilerin skimmilk ortaminda

ditsitk bir enzim aktivitesi gosterdigi anlagilir.
_ Cig sutte farkl; dereclerde s uygulamasi-
nin koliform sayisi ve fosfataz degeri iizerine
etkisi Cizeige 2'de goriilmektedir.

Ci§ siitte fosfataz enzimi aktivitesi 64°C"
de 16 sanivelik 1s1 uygulamasi ile limitlenmis,
74 ve 84°C'de 16 saniye 1si uygulamas: ile in- ’
. hibe edilmistir. Benzer sonuglar ultrafilitrasyon

ile elde edilmis rententate ve evoporasyon ile
voduntagtirilmis (2:1) kondanse siitlerde. de
elde .edilmistir. (Cizelge 3 ve 4).

Cig§ siit ve evapore kondanse site oranla

sitte fosfotaz enzimi aktivitesi daha disuktiir.
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Gizeige 2. Cif siitte farkl déreuelgrda 151 uygulamasimn koliform sayist ve fos-.

fataz dederi fiizerine etkisi*

Koliform Sayisi/ml

Fosfataz

Ist Uygulamasi1 st Uyq. Ist Uyg. . 7
°C Oncesi Sonrasi % Olim Degeti
A = 7.8x10° - 2,0x10? 48,7 -
540G B = 18x10° 8,6x10° 52,2 —
: C = 1,0x10¢ 7.0x10° 300 —
. A = 7,8x10% 0 100 13,25
64°C B = 1,8x108 30 89,99 16,83
C = 1,0x10 450 " 99,95 20,50
A = 7.8x10° 0 100 . 0,74
740 B = 1.8x10° G 100 - 0,80
T C = 1,0x106 0 100 1,03
A = 7.8x10 0 100 QAT
84°C 8 = 1,8x10° 0 100 - 0,50
C = 1,0x10¢ 0 100 0,66

* Gig siltte koliform sayim 5,2x102/ml, fosfatoz aktlvitesi 7,40 yg femol/5 ml olarak

Zigliimitigtiir-

Gizelge 3. Retentate siitte (2:1) farkli derecelerde 1s1 uygulamasinin koliform sa-
yisi ve fosfotaz enzimi aktivitesine etkisi®

Koliform Sayisi/ml

Isi Uygulamasi Isi Uyg. Is1 Uyg. Fosfataz
°C Oncesi- Sonrasi % Oliim Dedgeri
A = 13x108 1,0x103 23,1 21,33

54°C B = 1,4x10 1,3x10% 3.7 26,53
C o= 1,1x106 " 1,0x106 91 31,58

A = 13x10 0 100 , 11,58

64°C . B = 1,4x10° 0 100 C12,79

' C = 1,1x10¢ 0 100 © 12,93
A = 13x10° 0 100 : 1,25

74°C B = 1.4x10° 0 100 . 0,82
C = 1,1x108 0 100 0,92

_ A = 1,3x10° 0 100 0,70
84°C B = 14x105 0 - 100 0,77
‘ G = 1,1x108 0 100 0,88

* Retentate slitte koliform saptanamarmugtir, Fosfataz deferi 15.75 ug fenol/5 mbdir.

B8u fsonur;:; siitiin 54¢C'de 1 saat'ik 1s1 uygula-
masi lle e'de edilmis olmas: ve bu sirada do-

gal fosfotaz enziminin inhibe olmasindan kay--

naklanmakiadr.

Siit drneklerinin 3-farkh konsantrasyondaki
karistk koliform kiltird lle aglanmalan e
koliformun bu sitlerde kayda deger bir fosfa-
taz defieri arttrmacidc gérillmigtir - (Gizelge 2,
3, 4). Bu sonug % 11 NFM ortamindan elde

edilen sonugla da uyugmaktadir. {Gizelge 1).
Cig siitte 5200 adet/m] koliform bakteri
oldugu saptanmigtir. retentate siit ve evapore
kondanse siitte koliform bakteriye rastlanma-
mas! bunlarin islem sirasinda Simelerinden
kaynaklanmaktadir, ‘ '
Gizelge 2, 3 ve 4'den koliform bakterilerin
sayllar Gzerinde rsi uygulamasinin etkileri iz-
lenebilir. 54°C'de 16 saniye st uygulamasi e
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Gizelge 4. Kondanse siitte (2:1) farkli denedelerde is1 -uygulamasmm koliform

sayisi ve fosfotez enzimi aktivitelerine etkisi®

Koliform Sayisi/ml

Isi Uygulamasi Is1 Uyg. is1 Uyg. Fosfataz
oG Oncesi Sonrasi % Oliim ‘Dedgeri
A = 1.2x10¢ 1,1x10° 8,3 —

54°C B = 1,3x10° 12x105 7.7 —
C = 1,2x108 9,0x108 25,0 —_

A = 1.2x10¢ 0 100 15,20

64°C B = 1,3x10 0 100 . 18,19
C = 1,2x10¢ 0 100 18,14

A = 1,2x104 0 100 L 042

74°C B = 1,3x10° 0 100 0,63
C = 1,2x106 0 100 0,63

A = 1,2x10* 0 100 0,60

84°C. B = 1,3x10° 0 100 0,71
C = 1.2%108 0 - 100 1,11

* Kondanse siitte koliform saptanamamigtir. Fosfotaz degeri 12,60 ug fenol/5 ml’dir.

¢ig siitte, inok{litm miktarna gore dedismek
lizere. % 30-48.7 arasminda yrkun saglanmrstir
Cizelge 2). Yikim oran rententate sitte %
9,10 - 23,08 arasinda (Gizelge 3), evopore kon-
danse siitte ise % 7.7-25 arasinda degismek-
tedir. (Cizelge 4). islem gdrmiis siitlerde koli-
form vikimi ¢ij siite gdre deha  yitksektir.
64°C'de 16 saniye 1st uygulamas) 7800 adet/ml
dizeyinde {A diizeyi) koliform bakterilerini yi-
kima ugratm|$t1r. Aymi sicaklik ve siredeki is

uygulamast ile daha viksek diizeylerdekj (B ve

C dizeylerl) yikam % 99,99 'ur .

Retentate siit ve evopore kondanse siitler-
de 64, 74 ve 84°C'lerde 16 saniye st uygula-
masi ile koliform bakteriler tamamepn olmiis-
tir. 74 ve 84°C'lerde 16 saniye 151 uygulamasi,
cig, retentate siit ve evopore kondange siitler-
de koliformun tamamen inhibe edilmesi ve ne-

gatif fosfotaz defieri elde edilmes; igin yeter-

lidir,

SONUC

— Retentate siit ve ‘evopore kondanse
slitlerde iglem sonrast koliform bakteri yoktur.
— Koliform sayisi dle fosfotaz ‘enzimi mik-
tari arasinda pozitif bir korrelasyon vardir. Bu-
nunla beraber bu enzimin aktivitesi diisiik ve
koliformlar tarafindan tretilen fenolik bilesikler
miktan azdir.
~ — En disik fosfataz degeri retentate siit-
te elde edilmistir. ,
' — Dbogal fosfotaz enzimi ve koliformlar
tarafindan Oretilen fosfotaz enzimi 64°C'de 16
saniye 181 uygulamasi ile inhibe edilmigtir. Ay-
nt 1s1 degeri tiim. koliformlarin yikemi i¢in ye-

terlidir.
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