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ACTIVATION OF LACTOPEROXIDASE SYSTEM AND IN COLD STORAGE
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OZET: Araglirmada, 12:8 mg/ ve 24:16 mg/ Tiyosiyanat: Hidrojenperoksit {SCN—:Ho0Oy) ilaves! ile laktopercksidaz sistemi aktive edilen
siitler 30°C'de 6 saat sireyle beklstiimiglerdir. Sofutularak 4+1°C'de tutulan, ayrica kontrol ofarak da SGN-; HaOg katiimamig ve 30°C'de
tutulan siit dmekleri de aym silre bekdstilmiglerdir. Bekletmenin 0., 3. ve 6. sastlerinde siitin pH degeri, asitlik derecesi ve “bazi
mikroorganizma grubu igeriklerindeki defigimler incelenmigtir,

Laktopercksidaz sisteminin aktivasyonunun, siitlerin foplam aerob mezofil ve psikrotrof bakteri gruptarmin, mezofil ve termofil laktik
asit bakteri gruplaninin, enterobalkterlerin ve kiif-mayalarin geligimini Snemli dilzeyde etkiledigi girllmigtiir (p<0,05). Sofutmanin da toplam
aerob psikeotrof bakteriler diginda, incefenen diger tim mikroorganizma gruplarini Snemii diizeyde etkiledigi bulunmugtur. SCN—: HaOp
kdnsantrasyonunun arimasinin, sistemin antimikrobiyel etkisini artirdii belirlanmigtir. Lakioperoksidaz sisteminin aktivasyonunun sofutrma
kadar etkin oldugu, toplam aerob mezofil ve psikrotrof baklerilerle, enterobaktetlsr iizerinde soutmadan daha fazia etkili oldudu gtirtlmilgtir.
Sojutma iglemi ve laktopercksidaz sisteminin aktivasyenu, sitlerin pH ve asitlik dejerleri lizerinde tnemii ve yaklagik ayni dizeyde etkil
bulunmugtur {p<0,05).

ABSTRACT: Activation of the lactoperoxidase system during raw milk storage and its effect on the microbiological properties of mik
investigated. Thus, milks were separated four parts. Milks that contained 12:8 mg/l and 24:16 mg/ SCN-: HpQ4 were kept at 30°C for 6 hours,
The third and the last one without addition of SCN™ : HyO, was kept at 4°C and 30°C for & hours, respectively. The last one used as a control.
Changes of pH valus, acidity and microblological content were determined at 0., 3. and 6. hours of this period. Results indicated that tota
mesophile aerobic and psychrotrophs bacteria counts, mesophile and thermophitic lactic acid bacteria counts, enterobacter and yeast/mould
count were all atected by activation of lactoperoxidase system {p<0.05). Cooling of milk also affected microbial content except total
psychrotrophs aerobic bacteria. It was determinad that increasing of SCN-: Hz0o concentration increasing antimicrobial effect of
lactoperoxidase system. It was founded that activation of lactoperoxidase system as effective as cooling and it was more effactive than cooling
on tolal mesophilic aerobic, psychrotrophs bacteria and entercbacter, Effect of cooling-treatment and activation ot Iactoperomdase syslem on
pH and acidity were found to be important, statisticaly at same leve! (p<0,05).

Ginis

insantar igin bir besin kayad olan sit, mikroorganizmalarin geligimi igin de uygun bir ortamdir.
Mikroorganizma geligimini engellemek igin alinan dnlemler ¢i§ siitin kalitesini belilemektedir ve sagimdan
sonra siitin hemen sogutuimasi uygulanabilecek en iyi yéntemdir. Sodutmanin yapilamadign, soguk zincirin
kurulamadid! ihman ve sicak iklim bdlgelerinde siitiin mikrobiyolojik kalitesi hizia bozulmaktadir. Bozulmayt
engellemek amaciyla site karbonat, soda, sodyum hidroksit ilavesi gibi uygulamalarin yapildig bilinmektedir.

Laktoperoksidaz sistem {LPS), sitte dogal olarak bulunan ilk belirlenmig sistemdir (WOLFSON ve
SUMNER, 1993). Siitte dogal olarak bulunan laktoperoksidaz (LP) enzimi, hidrojenperoksit (H-Os,) bulunan
ortamlarda tiyosiyanatin {SCN") oksidasyonunu katalize etmekte, olusan hipotiyosiyanoz asit (HOSCN) ve
hipotiyosiyanot iyonlari (OSC") gihi drlinler antimikrobiye! etki géistermektedirler (Hogg ve Jago, 1970). Reiter
(1985), H202 aracihiiyla SCN™ nin oksidasyonu sonucu olugan hipotiyosiyanot iyonlarinin bu etkiyi
gbsterdigini belitmektedir. Inek siitlerinde LP enziminin 10,5 mg/l oldugu (KITCHEN, 1985), siitte dogla olarak
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bulunan HyO, miktanimin oksidasyon igin yeterli olmadig bilinmektedir (METIN, 1996). Sttlerin igerdidi SCN-
miktan, hayvanlann tirlerine ve beslenme durumlarina gére degismektedir. Kegi sttlerinde ortalama SCN-
miktarimn 3,20-5,76 mg/l arasinda degisti§i ve maksimum orana laktasyonun son dénemlerinde rastlandigi
belirtiimektedir (MEDINA, 1991). FAO/WHO Uzmanlik Komitesi, LPS'inin kapsaml toksikolojik
degerlendirmesini yapmig ve Codex Alimentaius Komisyonu, uygun sogutma ortamlarinin bulunmadig:
durumlarda bu sistemin kullanilabilecagini belirtmigtir (BJOERCK, 1993). LPS'nin aktivasyonu ile korunan
sUtlerde, ilk bir kag saat iginde SCN™ miktarinda énemili diizeyde azalma olmakta (GAYA ve ark., 1991), siitte
kalan SCN™ rin insan sagli§ Gzerinde herhangi bir zararls etkisi bulunmamaktadir (METIN, 1996).

Gram (-) ve Katalaz (-) organizmalar LPS ile inhibe edilebilmekte, ortam pH'sina, sicaklida, inkilbasyon
stiresine, hiicre yogunluguna bagh olarak bu etki 8Idiiriici olarak ortaya gikmaktadir (WOLFSON ve SUMNER,
1993). LPS"nin H,0, ve SCN- ile aktivasyonu sonucunda, Koliform, Pseudomonas, Salmonelia, Mycoplazma,
Vibrio ve antibiyotige dayanikl pek gok sug Gizerinde inhibe edici dzelligi oldugu belirtimektedir (CHAMPAGNE
ve ark., 1994).

Sit teknolojisinde énemli bir patojen olan ve listerozise neden olan Listeria monocytogenes (GRIFFITS,
1989) Uzerinde yapilan ¢alismalarda LPS’nin aktivasyonun etkileri belirlenmistir (CHAMPAGNE ve ark., 1994,
Earnshaw ve Banks, 1989; SIRAGUSA ve JOHNSON, 1989; EL-SHENAWY ve ark., 1990; KAMAU ve ark.,
1990; ZAPICO ve ark., 1993). LPS'nin aktivasyonunun, Yearsinia enterocolitica iizerine bakteriyostatik etki
yaptigt (FARRAG ve ark., 1992a; FARRAG ve MARTH, 1992), Escherichia coli saytsim azalttigi (FARRAG ve
MARTH, 1992, EARNSHAW ve ark., 1990; DLAMINI VE BURUCE, 1992; FARRAG ve ark., 1 992b),
Salmonelia typhimurium'un 3 gin sireyle inaktivasyonunu sagladiyn (EARNSHAW ve ark, 1990),
Stapphylococeus aureus'un geligimini durdurdugu (KAMAU ve ark., 1990) ve 2 giin siireyle Pseudomonas
fluorescens proteinazlannin etkisi dnledigi belirlenmigtir (UCEDA ve ark., 1994a). Aeromonas hydrophila'ya
kargt LPS’inin aktivasyonunun, sogutma imkanlar oldugu hallerde bile gerekli oldugu bildiriimektedir (SANTOS
ve ark., 1994; SANTOS ve ark., 1995). Cij sitiin sofukta birkag gin bekletiimesi sit Urlinlerinde Kalite
sorunlanina neden olabifmektedir (COUSIN, 1982). Bu sorun psikrofil mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri
sonucu ortaya gikmakta, lipaz, proteaz ve fosfolipaziar gibi hiicre digi enzimter Griinlerin raf émarierini
kisaltmaktadirlar (EWINGS ve ark., 1984). Sogutulan ¢i§ sitlerde, LPS'inin aktivasyonunun psikrofit
mikroorganizmalann gefigimini engelledigi ve pastérize siitlerin raf émirlerini uzathd belirtiimektedir (BJORK,
1978; MARTINEZ ve ark., 1988). 2,4 mM SCN- ve 0,6 mM H,O, ilavesiyle LPS'inin aktivasyonuyla korunan
sitlerden Uretilen pastérize sttierin 10 ginden fazla dayandigi (KAMAU ve ark., 1991), 15 mg/l NaSCN ve 10
mg/l H,O;, ilavesinin ¢ig siitiin 12 saat dayammir sagladigi, katitan miktarin artigina paralel dayanim siiresinin
uzadig saptanmigtir (CHAKRABORDY ve ark., 1986). LPS'inin aktivasyonuyla korunan siitlerin, pH 4,6'da ve
triklorasetik asitte (TCA) ¢bziinen azot miktarinin azaldig), pH degerlerinde degisme olmadigi agtklanmigtir
(UCEDA ve ark., 1994b).

Bu galigmada, sajimdan sonra sogutulmayan ve sofutulan sitlerin, ayrica sojutuimadan LP
Sisteminin aktivasyonu ile bekletilen sttlerin mikroorganizma igeriklerindeki degisim incelenmig, uygulanan
iglemlerin siitiin bu dzellikieri Gzerine olan etkileri saptanmaya galigiimigtir..

MATERYAL ve YONTEM _

Aragtirmada, G.U. Ziraat Fakiltesi Déner Sermaye igletmesi Hayvanciik Subesinde sagilan ¢ig inek
sttleri kullamimighir. LPS’nin aktivasyonunda KSCN (Merck) ve HyO, (Merck)'den yararianimigtir,

Sagimdan sonra yarim saat iginde laboratuvara getirilen sitler, dért esit bdlime aynimig, bir balimi
direk olarak 30+1°C’deki etiive (K), bir béliimii direk olarak 4+1°C'deki buzdolabina (A) alimirken, bir bélimiine
12 mg/l SCN” ve 8mg/l H,O, ilave edilerek (C) LPS aktive edildikten sonra 30+1°C'deki etilve alinmgtir. Siitter
bulundukiart ortamlarda & saat siireyle tutulmuglar, bu sire iginde asitliklerinde, pH degerlerinde ve
mikroorganizma igeriklerinde olan degigimler incelenmigtir.
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Sutlerin asitlik dereceleri belirlenmis ve °SH olarak ifade edilmig (ANON, 1989), pH degjerleri Beckman
pH metrest ile Slgllmigtir. Stlerin, enterobakter (EB), toplam aerob mezofil bakterl (TAMB), toplam aerob
psikrotrof bakteri (TAPB), mezofil Laktik asit bakteri (MLAB), termofil laktik asit bakteri (TLAB) ve kiif-maya
(KM) sayilar BAUMGART (BAUMGART, 1993)'a gére saptanmigtir. Analiz sonuglarina ve hesaplama yoluyla
bulunan degeriere varyans analizi uygulanmig, elde edilen sonuglara LSD ¢oklu karglla§tlrma testi uygulanarak
ortalamalar gruplandirirmigtir (DUZGUNES ve ark., 1987).

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

St teknolojisinde LPS'nin aktivasyonunun amaci, siitteki mikroorganizma faaliyetini engelleyerek asitlik
gell._s:mml durdurmak ve dayamim siresini uzatmaktir. Sttlerde depolama siiresince saptanan pH ve °SH
degerleri Tablo 1'de verilmigtir.
Siitterin  pH degerleri 6 saatlik
bekleme sliresince digme

Cizelge 1. Siitlerin Bekletme Siiresindeki pH ve Titrasyon Asitlikleri Degierleri (n 2)

Siire pH Titrasyon Asitligi (°SH)
gostermigtir. Kontra! (K} drneginde (Saat) | K A B C K A B c
5,76'ya kadar diigen bu degerin, 0 |61 618 678 67 |6712 6712 672 672
sojutulan veya LPS aklif hale 3 | 642 664 671 674 | 788 743 724 691
getirilen sitlerde yiksek oldugu ve 6 | 576 657 661 662 | 11,74 178 192 741

birbirlerine yakin dederler aldigi
gérilmistliir. 6 saatlik bekleme
sliresince K drneginin asitliginde hizh bir aris olmus ve 11,74 °SH'va yiikselmigtir. Diger stlerde Snemti
dedisim olmamig, asitiik dereceleri 8°SH'in altinda sapanmstir. Yapilan istatistikse! analiz sonucunda, K
6rneginin pH ve °SH degerlerinin diger sttlerden dnemli dizeyde farkh oldudu, diger sitlerin pH degerleri
arasindaki farklarin 8nemli oimadidi, C sitiinin asitliginin A ve B siitlerinden énemli diizeyde diigik oldugu
belirlenmigtir (p<0,05). Sogutma ofaniginin oimadidi durumlarda, LPS'nin aktivasyonunun alternatif yéntem
ofarak kulianilabilecedi ve 12:8 mg/ (SCN™: H,0,) ilavesinin yeterli oldugu sonucuna varilmigtir. ATAMER ve
ark. {1995), 6 saat sonunda, SCN™ ve HyO, miktar 60 ppm olan siitlerin asitliginin, 20 ppm olantardan daha
digiik oldugunu belirfemiglerdir.

Baglangigta 3,45x108 koloni olugturma birimi/m! (kob/ml) olan TAMB sayisi, K siitiinde depolama
stresince artig gdstermig, 3. saatte 1,8x107, 6. saatte 3,15x107'ye ulagmig, sogutulan A sitinde bu deder
6,50x106 olarak saptanmigtir (Sekii1). LPS aktive edilen B ve C siitlerinin TAMB sayilan depolama siresince
azalmig ve sirastyla 1,91 x108 ve 1,660x10% kob/m! olarak belidenmistir. LPS'nin aktivasyonunun ve
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sogutmanin TAMB sayisi iizerine etkisinin 6nemli diizeyde oldufiu (p<0,05) ve SCN-; H-0, konsantrasyonu
arttikga etkinin arttigi gorliimistir. UCEDA ve ark. (1994a), LPS'nin aktivasyonunun 4°C'de 2 giin siireyle
toplam mikroorganizma sayisinda azalmaya neden oldugunu belirtmektedirier. SCN-: H,O, konsantras-
yonundaki artigin bakteriye! gelismeyi daha hizli etkiledigi ve dayanim siiresini uzattid agiklanmistir (BJORK,
1978; KAMAU ve ark., 1991, OYSUN ve OZTEK, 1988).

Siitlerin 5,8x10% kob/ml olan TAPB sayisi, depolama siiresince K ve A 8rneklerinde artis gostermis ve
K siitiinde 5,33x10% kob/mi olarak en yiksek degeri almigtir (Sekil 2). LPS aktive edilen sitelrin TAPB sayilari
azalmig ve C drnedinde en dugik dederi almigtir (1,70x102 kob/ml). LPS'nin aktivasyonunun TAPB sayisi
lizerine etkisinin dnemli diizeyde oldugu belirienmigtir {(p<0,05). Sogukta korunan siitlerden dretilen driinlerde
bozulmaya neden olan psikrotrof bakterilerin, LPS'nin aktivasyonundan etkilendigi (ATAMER ve ark., 1997},
ortam kogullanina gére inhibe veya rediksiyon etkisi yaptigr belirtiimektedir (MEDINA, 1991).

Sitlerin MLAB ve TLAB saylarn ve bekleme siiresindeki defigimleri Sekil 3 ve 4'te verilmistir.
Baglangigta 3,00x105-3,90x105 kob/m! olan TLAB ve MLAB sayilan K sitiinde bekleme siresince hizla ai’tmlg
ve 2,00x106-3,24x108 kob/ml'ye yilkselmistir. Sogutulan (A} ve LPS aktive edilen siitlerde (B ve C) de bu
bakterilerin sayilarinda artma meydana geimistir, fakat bu artig K siitine oranla gok yavag gergeklesmigtir.
sodutulan ve LPS aktive edilen siitlerin TLAB ve MLAB igeriklerinin K sitiinden dnemli diizeyde farkh oldugu
saptanmigtir {p<0,05). A,B ve C siitlerinin aralarindaki farklarin énemli dilzeyde olmadig: belirlenmistir. LPS
sisteminin aktivasyonunun, laktik asit bakterileri Ozerine sojutma kadar etkili oldugu sonucuna varimistir.
Benzer gekilde, LPS'nin aktivasyonunun laktik asit bakterilerinden olugan starterlerin gelisimi Uzerine etkili
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Sekil 3. Sitlerin mezofil laktik asit bakteri sayilarmdaksi Sekil 4. Siitlerin termofil laktik asit bakteri sayilarindaki
degisim degisim

oldugu (GUIRGUIS VE HICKEY, 1987), ortamdaki SCN™nin termofil kiiltirlerin aktivitelerini azalttig
belirtiimektedir (ATAMER ve ark., 1985).

Baglangigta 2,33x104 kob/mi olan EB sayist, K siitiinde 1,98x105'e, A siitinde 3,28x10%e yiikselmigtir
{$ekil 5). LPS'nin aktive edildigi B ve C sitlerinde bu deger daha diigik olarak sirastyla 8,30x104 ve 7,50x104
olarak belirlenmigtir. Bu degerlerden, EB geligimini sodutmanin inhibe ettigi, LPS'nin aktivasyonunun
rediiksiyona neden oldufu sonucuna variimigtir. Sogutma ve LPS'nin aktivasyonunun EB iizerinde dnemli
dizeyde etki yaptiklan bulunmustur (p<0,05). Enterobacteriaceae familyasina ait bazi bakterilerin buzdolabs
kogullarinda yavas da olsa geligme gésterdikleri bilinmektedir (ROBERTS, 1996). Ornegin, enteropatojenik E.
coliye ait bazi suglarn 4°C'de (ireyerek toksin olugturduklar: saptanmistir (GONUL ve KARAPINAR , 1994).

Sitlerde 1,45x104 olan kif-maya sayilar, tim sitlerde bekleme siresince artig gdtermistir (Sekil 6). Kof

ve mayalarin biylik gogunlugu mezofil olarak nitelendirilse de, bazilar psikrofiktirler ve buzdolabi kosultaninda
N
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geligebilmektedirer (HAMMES, 1989; KARAKUS, 1993). En yiksek deger K situnde, 1,18x105 kob/ml olarak
saptarurken, A, B ve C siitlerinde daha dlsgilk oldudu ve birbirlerine yakin degerler aldig goriilmiigttir. Aradaki
farkliliklar istatistiksel ydnden farkh gikmamakla birlikte, sogutmanin ve LPS'nin aktiasyonunun kiif-maya sayisi
iizerinde etkili oldugu SCN™: H,0, miktan arttikga gelisimlerinin yavagladigi belidenmigtir. Kiif-maya geligimi
lizerine SCN-: H,05 Konsantrasyonunun, sicaklik ve bekieme siiresinin etkili oldugu bildiriimektedir (ATAMER
ve ark., 1997; SARKAR ve MISRA, 1993).

SONUC ve ONERILER

Laktoperoksidaz sisteminin aktivasyonunun asitlik geligimini engelledigi, 24:16 mg/l SCN-:H202 ilave
edilen siitin asitiik derecesinin, sogukta saklanan siitten daha digik deger aldig: bulunmugtur.

Laktoperoksidaz sisteminin aktive edildigi ¢ig sitlerde, toplam aerob mezofil bakteri, toplam aerob
pisikrotrof bakteri ve enterobakter sayilarinda, kontrol ve sogukta saklanan ¢ig sitlere Kiyasla belirgin bir
azalma oldudu gdérilimiigtir. Gig sitlin mezofit ve termofil laktik asit bakteri ve kitf-maya igerikleri (izerine,
Laktoperoksidaz sisteminin aktivasyonunun sogutma ile ayni diizeyde etkili oldugu belirlenmistir.

LPS'nin aktivasyonun sagim: takiben sogutma igleminin uygulanamadid: durumiarda, incelenen
dzellikler iizerine etkileri gz 6niine alinarak, alternatif ve etkili bir ydntem olarak kullanilabilecegi ve 6 saatlik
bir bekletme siiresinde 12:8 mg/l SCN-: H,0, ilavesinin yeterli oldugu sonucuna varnlmigtir.
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