Meyve Sularinin Bakteriyolojik
Muayenesi



Genel Bilgiler

* Meyve sulari yuksek asitlikleri nedeni ile bakteriler acisindan
oldukca guvenilir bir gidadir. Bununla birlikte meyve
sularinda 4,5 pH altinda gelisebilen bazi bakteriler sorun
cikarabilmektedir.

* Isil isleme dayanikli ve yuksek asit seven toprak kokenli
sporlu  basiller (termofilik-asidofilik;  termoasidofilik
bakteriler) icinde yer alan Alicyclobacillus tirleri 6zellikle
meyve sulari gibi pastorizasyon ile korunan asitli gidalarda
bozulmalara neden olmaktadir.

* Bu bakteriler 1980'li yillarin ikinci yarisindan itibaren dlinya
meyve suyu ticaretinde kayda deger 6lcide maddi kayiplara
neden olmustur.



Genel Bilgiler

* Alicyclobacillus cinsi icinde 3 tir bulunmaktadir. Bunlar ;

e 60°C’de gelisebilen Alicyclobacillus acidocaldarius,
e 50°C’de gelisebilen Alicyclobacillus acidoterrestris,
* 40°C’de gelisebilen Alicyclobacillus cycloheptanicus'tur.

* Bunlar arasinda en oOnemlisi olarak Alicyclobacillus
acidocaldarius gosterilmektedir.



Genel Bilgiler

 Alicyclobacillus acidocaldarius, elma sularinda kimyasal adi
guaiacol olan petrol kokusu olusturmasi ile bilinmektedir.
Elma suyu konsantrelerinde canliligini korur.

* |lk kez 1971 yilinda izole edilmistir.

e 44-73°C 'da, pH 2,0-6,0 arasinda gelisebilir. Ozellikleri
Bacillus coagulans'a benzemektedir.



Genel Bilgiler

* Diger Alicyclobacillus turleri de ve 6zellikle Alicyclobacillus
acidoterrestris basta elma ve portakal suyu olmak Uzere
meyve sulari ve meyveli iceceklerde tat ve koku
bozukluklarina neden olmaktadir.

1982 vyilinda Almanya'da Uretilmis ve aseptik olarak
ambalajlanmis elma sularinda sicak bir mevsimde uzun
sureli depolama sirasinda alisilagelmemis bir bozulma
olmustur.

* Bu bozulma Alicyclobacillus acidoterrestris'in neden oldugu
koku ve berrak elma suyunda hafif bir bulaniklik olusmasi ile
ilk ticari meyve suyu bozulmasi olarak kayitlara gecmistir.



Standart Analiz Yontemi

* Belirlenmesindeki temel analiz yontemi meyve suyunun
Once pastorize edilmesi, sonra ylksek sicaklikta ve dusuk
pH'll bir besiyerinde inklibasyona birakilmasi seklindedir.

* Gelisme olan besiyerlerinde sonu¢ "termoasidofilik bakteri"
varligi olarak verilir.



Standart Analiz Yontemi

* Tir bazinda teshis ancak gelismis laboratuvarlarin
yapabilecegi bir uygulamadir ve uluslararasi meyve suyu ve
konsantresi ticaretinde bu sonuc yeterlidir.

* Bu sekilde belirli bir hacimdeki oOrnekte var/yok testi
vapilabilecegi gibi EMS yontemi veya membran filitrasyon
uygulamasi ile de sayim yapmak mimkundur.



Var/Yok Testi

"Analiz edilen o6rnekte hedef mikroorganizma sayisi O
olmahdir" seklindeki standartlara uyulup uyulmadiginin
kontrollinde uygulanir.

Bu analizlerde sayl "0" degilse ne oldugu onemli degildir.
Varsa, sayIsl onemli degildir, ancak baska
mikroorganizmalara belirli sayilarda izin verilebilir.

Ornegin 100 mL numune cift kuvvette hazirlanmis uygun bir
sivi besiyerine ekilir; inkibasyon sonunda besiyerinde
mikroorganizma gelismemesi hedeflenir. Eger
mikroorganizma gelisimi olmazsa, sonu¢ "yok/100 mL"
olarak verilir.



Islem Asamalar

1. Analizi yapilacak meyve suyu ornegi 6nce 80°C 'da 13-15
dakika pastorize edilir.

2. pH'si tercihen malik asit ile 3,5'a ayarlanmis triptik soy
broth besiyerine ekim yapilir ve tipler 55 - 60°C'da 3 glin
inkUbe edilir.

3. Besiyerlerinde olusan gelisme (basit bir bulaniklik ya da
renk donumi) pozitif sonuc¢ (termoasidofilik bakteri
varligi) olarak degerlendirilir.
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Islem Asamalar

NOT 1: Bu uygulamada 100 mL meyve suyu 100 mlL cift
kuvvette hazirlanmis besiyerinde* inkUbasyonu
Onerilmektedir.

NOT 2: Besiyeri pH'sinin meyve suyu ilavesinden sonra 3-4
arasinda (optimum olarak 3,5) oldugu kontrol edilmelidir.

NOT 3: Konsantre analizlerinde 10 mL 6rnegin dogrudan 100
mL normal triptik soy broth besiyerine ilavesi gerekir (Besiyeri
analize alinan gidanin 9 misli hacminde olmalidir.)




*Cift kuvvetli besiyeri

* EMS ile yapilan sayimda 10 mL besiyerine 10 mL ornek
aktarildiginda, besiyerinin konsantrasyonu yari yariya azalir
ve burada saglikli bir mikrobiyel gelisme olmaz.

* Bunun 6nine gecmek icin, 10 mL gida 6rnegi (homojenizat)
ilave edilecek tuplerde, baslangicta bu besiyerleri cift
kuvvette (2 misli konsantrasyonda) 6 hazirlanir.



*Cift kuvvetli besiyeri

 Ornek olarak, koliform grup bakteri analizinde kullanilan LST
Broth besiyeri normal olarak 35,5 g/L konsantrasyonda
hazirlandiginda, 10 mL tip icinde 0,355 g madde vardir.

 Cift kuvvetle hazirlanmasi gerektiginde, baslangicta 71 g/L
(0,71 g/10 mL) olarak hazirlanir, bunun lizerine 10 mL 6rnek
konuldugunda LST konsantrasyonu 0,71 g/10 mL'den 0,355
g/10 mL standart degere iner.



EMS (En Muhtemel Sayi) Yontemi

 Yontemin ‘En Muhtemel Sayl’ olarak adlandirilma nedeni
ornekteki mikroorganizmma sayisinin istatistiksel olasilik

hesaplari ile elde edilmis cizelgelerden vyararlanilarak
hesaplanmasidir.

* Tuplerin pozitif veya negatif olmasinin degerlendirilmesi,
aranan mikroorganizma ve buna bagl olarak kullanilan
besiyerine gore degisir.



EMS (En Muhtemel Sayi) Yontemi

* EMS yonteminde ardisik 3 seyreltiden 3’er tlpe ekim
yvapilmasi gida mikrobiyolojisinde en yaygin uygulamadir.

* Seyreltilerden 5’er veya 10’ar tipe de ekim yapilabilir.

 Her seyreltiden ekim yapilan besiyeri sayisi arttikca daha
dogru sonuc alinacagi acik olmakla ve glvenlik sinirlari
daralmakla birlikte 3’lG tup yontemi ile yeterli sonuclar
alinmaktadir.



EMS (En Muhtemel Sayi) Yontemi

* Bu degerlendirme basit olarak besiyerinde;

Bulaniklik olmasi,

Durham tupinde gaz olusumu,
Besiyerinde renk degisimi,
Pihtilasma,

Floresan olusumu

kontroll yapilr.



EMS (En Muhtemel Sayi) Yontemi

e Gida ornegi sivi ise orijinal 6rnekten (100 seyrelti) ekime
baslanabilir (10° ;10-%; 10-%). Boylelikle yontemin duyarhgi 10
kez artirllmis olur. Kati gidada ise en dusiik olarak 101; 10-?;
103 seyreltilerinden 1’er mL ekim yapilabilir.

 EMS yontemi uygun besiyeri kullanmak sarti ile tim bakteri
ve maya sayimlariicin kullanilabilir.

* Kufler ise sivi besiyerlerinde rahat gelisemedikleri icin EMS
yontemi ile sayllamaz.



Islem Asamalar

1. Gida o6rnegi 1:9 oraninda

homojenize edilip (107),
bundan standart yontemle
devam edilerek 1072 ve 1073

seyreltiler elde edilir.

Her seyreltiden 3'er adet sivi
besiyerine ayri ayri 1'er mL
aktarilir. Gidada beklenen ya
da hedef alinan sayiya gore
ilk seyreltiden cift kuvvette
hazirlanmis besiyerlerine
10'ar mL ekim yapilabilir.
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Islem Asamalar

Inkiibasyondan sonra butiin
tupler (+) ya da (-) olarak
degerlendirilir. Bu, basitce || |||
bulanikhk  ve/veya  gaz I
olusumu ile vyapilabilecegi (-:)(:)(:)
gibi, muhtemel pozitif
tiplerden sivi ya da kat
besiyerlerine ekim
yapilabilir.
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Islem Asamalar

Hesaplama:

* Her seyreltiden 3’er tipe ekim yapilip, 3 tupln kac adedinde
(+) sonuc alindigi sayilir ve bu sekilde bir kod elde edilir.

e Ornekteki mikroorganizma sayisi hakkinda hicbir tahmin
yoksa ardisik 4 seyreltiden (10°, 101, 10-2, 10-3) ekim yapllir.

* Ardindan hangi 3 ardisik 3 seyreltinin secilecegine asagidaki
yontemlere gore karar verilir.

* 1’den fazla 3lU pozitif sonucg varsa daha seyreltik seriden
baslanarak 3’lu seri degerlendirmeye alinmalidir.

e 109, 10, 102, 103 dilisyonlardan ekim yapilmis ve 3 3 2
1 seklinde sonuc alindiysa 3 2 1 serisi dikkate alinmalidir.



Islem Asamalar

Hesaplama:

1 adet 3li pozitif sonuc varsa, 3 pozitif alinan seri ile
baslanmalidir. 10°, 101, 102, 103 dilisyonlardan ekim
yapiimis ve 3 2 1 0 seklinde sonuc¢ alindiysa, 3 2 1 serisi
dikkate alinmalidir.

* 0 adet 3lU pozitif varsa sondaki seri dikkate alinmalidir.
1009, 101, 102, 103 diliisyonlardan ekim yapilmis ve

* 21 1 0 seklinde sonug¢ alindiysa, 1 1 O serisi dikkate
alinmalidir.

* Ancak 1'den fazla 3|0 negatif sonuc varsa 6rnegi 2 100
seklinde sonuc alindiysa, 2 1 0 serisi dikkate alinmalidir.



Islem Asamalar

Hesaplama:

URU L AR Il
(+) (+) () (+) (=) () ) (=) (=)
e Hesaplama kisminda ise
elde edilen kodlar uygun
EMS tablosundan okunur
ardindan okunan deger

dilisyon oranina béltndar.

Poztif tiip ler Sav1 ve kategori

1mL 0,1 mL 0,01 mL EMS Kategori
0 0 0 <030 -
0 1 0 0.30 2
0 2 0 0,62 3
1 0 0 0.36 1
1 1 0 0,74 1
1 1 1 1,10 3
1 2 0 1,10 2
1 2 1 1,50 3
1 3 0 1,60 3
2 0 0 092 1
2 0 1 140 2
2 1 0 1,50 1
2 1 1 2,00 2
2 2 0 2,10 1
2 2 1 280 3
2 3 0 2.90 3
3 0 0 2.30 1
3 0 1 3.80 2
3 0 2 6.40 3
3 1 0 4,30 1
3 1 1 7.50 1
3 1 2 12,00 3
3 2 0 9.30 1
3 2 1 15,00 1
3 2 2 21,00 2
3 2 3 29,00 3
3 3 0 24,00 1
3 3 1 46,00 1
3 3 2 110,00 1
3 3 3 >110,00

Tablo 1.2: EMS cizelgesi EMS/g ; EMS/mL (partiden 1 6rnek ahnmas)




Islem Asamalar

Hesaplama:

Ornek

Bir meyve suyu numunesinden 109 101, 102, 103
seyreltilerden dogrulama testinde 3- 3-2-0 sonucu alinmistr.
Sonuc su sekilde hesaplanir:

* Tablodan 3-2-0 koduna gore deger okunur: 9,30
* Dilisyon faktorine boltnur:
9,30/10° =9,30 EMS/mL olarak sonuc verilir.



Membran Filtrasyon Yontemi

Membran filtrasyon sistemi 06zellikle icme suyu ve berrak
meyve sulari gibi filtrasyonda sorun cikarmayan ve c¢ok az
saylda mikroorganizma bulunabilen 6rnekler icin idealdir.

Benzer sekilde suda tam olarak eriyebilen seker, tuz gibi
gidalarin  analizinde de kolaylkla  kullanilmaktadir.

Membran filtrasyon vyontemi ile sayimin ilkesi de
sterilizasyona benzer; analiz edilecek materyaldeki
mikroorganizma filtre Gzerinde kalir.



Membran Filtrasyon Yontemi

* Belli hacimdeki sivi numune veya dilisyonunun, alani belli
bir filtre ylzeyinden sltzilmesi, bu yontemin prensibini
olusturur.

* Bu yontemde bakterilerin gecmesine izin vermeyecek ancak
bunlarin icinde bulundugu su veya dilienti gecirecek
gozenek caplarina sahip 06zel membran filtreler
kullaniimaktadir.



Membran Filtrasyon Yontemi

* Membran filtreler gézenek caplari kullanim amacina uygun
olarak secilir:

* Mayalaricin 0,65 um
* Bakteriler icin 0,45 pum

 Mikrokoklar icin 0,20 um c¢apinda gozenekli filtreler
kullantlr.



1.

Islem Asamalar

Membran filitrasyon uygulamasinda bilesimi 2,5 g maya
ekstrakti, 5,0 g pepton, 1,0 g glikoz, 15,0 g agar, 1,0 ml
Tween 80 ve 1 litre su olan K besiyeri kullanilir. Besiyeri
bilesenleri iyice eritildikten sonra otoklavda 121°C 'da 15
dakika sterilize edilir.

45°C'a sogutulur, yine otoklavda 121°C 'da 15 dakika
sterilize edilmis %12,5 konsantrasyonlu malik asit
cozeltisinden 20 mL/litre olacak sekilde ilave edilir, hafifce
karistirthp petri kutularina dokular. Besiyeri buzdolabinda
60 gline kadar depolanabilir.



Islem Asamalar

3. Analizi yapilacak olan meyve suyu ya da konsantresinden
steril test tuplerine 15 ml alinip 80°C 'da 13 dakika stre ile
pastorize edilip, 0,45 1 porlu membran filitreden gegirilir.

4. Filtre K besiyeri uzerine yerlestirilir, 40°C 'da 3 glin sure ile
inkibasyona birakilir. Bu stre sonunda olusan koloniler
termofilik asidofilik bakteri olarak sayilir.

NOT: Buna alternatif olarak pH 'si otoklavlama sonrasi steril
malik asit ile 3,5'e duslrulen triptik soy agar besiyerinde
55°C’de 3 glin inktibasyon ve gelisen kolonilerin sayilmasi da
s6z konusudur. Bu sartta besiyerinin kurumamasi icin
inkibatorin nemlendirilmis olmasi tavsiye edilir.



Stizme islemi sonras:
filtrenin besiyeri
Numume —— iizerine aktanbmasi

Membran ___~ o

filtre 7

Vakum -8

(a)



Membrane filter
removed and
placed in plate

Do
Water samplo fitered containing the
Mombranofiter == through membran appropriaty (050
on a fiter suppor filer 045ym) 4 A
— S— 7
'y —
G

Membran filtre yontemi islem sirasi




Gelismis Analiz Yontemleri

* Analiz edilecek ornege isil islem uygulanmadan 24 saat sure
ile 6nzenginlestirme uygulanmasi, santriflj isleminden sonra
analiz kitine aktarilarak 24 saat inkibasyon sonrasinda CO,
dedektorindeki renk degisimi ile Alicyclobacillus turlerinin
varliginin gosterilmesi seklinde hazir ticari kitler vardir.

* |zolatlarin identifikasyonu icin DNA-DNA homolojisi ve 16S
ribozomal DNA dizilisi gibi genetik analizler
uygulanabilmektedir. Benzer sekilde GC-MS analizleri ile
izolatin guaiacol olusturup olusturmadiginin belirlenmesi ile
de Alicyclobacillus olup olmadigi belirlenebilmektedir.



lgili Ornek Videolar

 Var/yok Testi:Membran Filtrasyon Yontemi: .
https://www.youtube.com/watch?v=x3WwPIlg2jWU

e EMS Yontemi: https://www.yvoutube.com/watch?v=GhOhXROo02ds

v EMS Yontemi: https://youtu.be/9eaoErg6INc?t=5

v'"Membran Filtrasyon Yontemi:
https://www.youtube.com/watch?v=oWSeWI| Qg Q

* Membran Filtrasyon Yontemi: _
https://www.youtube.com/watch?v=a0PpQlxiDt0



https://www.youtube.com/watch%3Fv=x3WwPlq2jWU
https://www.youtube.com/watch%3Fv=Gh0hXROo2ds
https://youtu.be/9eaoErq6lNc%3Ft=5
https://www.youtube.com/watch%3Fv=oWSeWl_Qq_Q
https://www.youtube.com/watch%3Fv=a0PpQlxiDt0

Kaynaklar

* http://depo.btu.edu.tr/dosyalar/gida/Dosyalar/2019-
2020%208%C3%BCz%20d.%208%C4%B1da%20mikrob.%20f%C3%B6y%C3%BC.pdf

* http://www.mikrobiyoloji.org/genelpdf/210012601.pdf

. htétpi/g/e/vww.mikrobivoloii.orE/TR/GeneI/BeIgeGoster.aspx?FGE10F8892433CFFAAF6AA84981682EF05A79F754
565 A

e https://www.youtube.com/watch?v=x3WwPIlg2jWU

* https://www.youtube.com/watch?v=GhOhXROo2ds

e https://youtu.be/9eaoErg6INc?t=5

e https://www.youtube.com/watch?v=oWSeWI| Qg Q

* https://www.youtube.com/watch?v=a0PpQIxiDt0



http://depo.btu.edu.tr/dosyalar/gida/Dosyalar/2019-2020%2520g%25C3%25BCz%2520d.%2520g%25C4%25B1da%2520mikrob.%2520f%25C3%25B6y%25C3%25BC.pdf
http://www.mikrobiyoloji.org/genelpdf/210012601.pdf
http://www.mikrobiyoloji.org/TR/Genel/BelgeGoster.aspx%3FF6E10F8892433CFFAAF6AA849816B2EF05A79F75456518CA
https://www.youtube.com/watch%3Fv=x3WwPlq2jWU
https://www.youtube.com/watch%3Fv=Gh0hXROo2ds
https://youtu.be/9eaoErq6lNc%3Ft=5
https://www.youtube.com/watch%3Fv=oWSeWl_Qq_Q
https://www.youtube.com/watch%3Fv=a0PpQlxiDt0

